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91 JOHDANTO
Pectobacterium atrosepticum on perunan tyvi- ja märkämätää aiheuttava kasvipatogee-
ninen bakteeri. Tyvi- ja märkämätä ovat taloudellisesti merkittäviä kasvitauteja. Tyvi- ja
märkämädän oireet aiheutuvat pääasiassa bakteerien tuottamien kasvin soluseiniä hajot-
tavien entsyymien vaikutuksesta. Muita P. atrosepticum -bakteerin virulenssitekijöitä
tiedetään olevan III-tyypin eritysreitin kautta eritettävät virulenssiproteiinit, Nip- ja
Svx-proteiini sekä koronatiinitoksiini. Myös IV-tyypin eritysreitti ja liikkumiskyky vai-
kutavat virulenssiin. Vuonna 2004 valmistui P. atrosepticum -bakteerin genomin sek-
vensointi, joka paljasti huomattavan määrän mahdollisia virulenssigeenejä.
P. atrosepticum -bakteerilla on myös hiljattain tunnistetun VI-tyypin eritysreitin
proteiineja koodaavia geenejä, kuten konservoituneet vgrG-geenit. Muutamilla baktee-
reilla VgrG-proteiineja eritetään hiljattain löydetyn VI-tyypin eritysreitin kautta. Myös
P. atrosepticum -bakteeri erittää perunauutetta sisältävään kasvatusalustaan VI-tyypin
eritysreitin kautta eritettäviä proteiineja, joita ovat ainakin yksi VgrG-proteiini ja useat
Hcp-proteiinit. vgrG-geenien mutaatioiden on havaittu vaikuttavan VI-tyypin eritysrei-
tin toimintaan, ihmis- ja eläinpatogeenisten bakteerien virulenssiin, biofilmin muodos-
tukseen sekä liikkumiseen. Kaikki vgrG-geenit eivät välttämättä liity VI-tyypin eritys-
reitin toimintaan vaan niillä on jokin muu tehtävä. vgrG-geeniperhe on laaja ja niiden
koodaamien proteiinien tehtävä saattaa olla monimuotoinen.
Tässä tutkimuksessa pyrittiin selvittämään liittyvätkö vgrG-geenit P. atrosepticum
-bakteerin aiheuttaman infektion aktiiviseen vaiheeseen perunassa ja ovatko vgrG-gee-
nit mahdollisesti aiemmin tutkimattomia virulenssigeenejä. Tutkimuksessa mitattiin re-
aaliaikaisella käänteiskopiointi-polymeraasiketjureaktiolla vgrG-geenien transkriptio vi-
rulenssigeenejä indusoivissa kasvatusoloissa. Transkription aktiivisuuden perusteella
valittiin kolme geeniä virulenssikokeisiin. Kolmeen aktiivisimpaan vgrG-geenin raken-
nettiin yksittäin deleetiomutaatio Red-rekombinaasi-menetelmällä. Jokaisen mutantti-
kannan virulenssi perunalla testattiin vertaamalla mutantin ja villityypin kannan muku-
loiden mädätyskykyä. Lisäksi käytettiin bioinformatiikan menetelmiä kasvipatogee-
nisten bakteerien ennustettujen VgrG-proteiinien tehtävän selvittämiseksi ja P.
atrosepticum -bakteerin VI-tyypin eritysreitin geenien kartoittamiseksi.
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1.1 Perunan tyvi- ja märkämätä
Tyvi- ja märkämätää aiheuttavat bakteerit tuhoavat viljelykasveja miljoonien dollarien
edestä vuosittain. Tuhot koskettavat erityisesti maailman neljänneksi tuotetuinta kasvia,
perunaa (Solanum tuberosum L.) (Toth ym. 2006). Perunan märkämädän aiheuttajia
ovat Pectobacterium atrosepticum (Erwinia carotovora ssp. atroseptica),
Pectobacterium carotovorum ssp. carotovorum (Erwinia carotovora ssp. carotovora) ja
Dickeya-sukuiset bakteerit (Erwinia chrysanthemi), joita kaikkia yhdessä kutsutaan
märkämätää aiheuttaviksi enterobakteereiksi (Toth ym. 2006). Perunan tyvimätää ai-
heuttavat ainoastaan P. atrosepticum ja Dickeya-sukuiset bakteerit (Pérombelon 2002).
Suomesta on kuitenkin löydetty P. c. ssp. carotovorum -bakteeria tyvimädän aiheuttaja-
na tilanteessa, jossa ei ollut kilpailua muiden tyvimätää aiheuttavien bakteerien kanssa
(Rantanen ym. 2004).
Tyvi- ja märkämädän patogeneesiin eli taudinkehitykseen vaikuttavat useat teki-
jät, joita ovat muun muassa perunalajikkeen alttius, abioottiset ympäristötekijät ja pato-
geenin virulenssi (Pérombelon 2002, Toth ym. 2003). Pérombelon (2002) mukaan mär-
kämädän tyypilliset oireet kehittyvät, kun perunan mukulan puolustus on heikentynyt.
Mukulan puolustus heikkenee märissä oloissa, kun mukula kuluttaa solulimassa olevan
hapen ja mukuloiden pinnalla oleva vesikerros estää hapen kulkeutumisen ilmasta peru-
nan soluihin. Hapenpuutteessa peruna ei pysty tuottamaan esimerkiksi happeen perustu-
via puolustusyhdisteitä. Tyvi- ja märkämädän tyypillisiä oireita ovat aluksi perunan so-
lukon selvärajainen vettyminen ja tummuminen, lopuksi mukulan tai varren rakenteen
hajoaminen. Epätyypillisiä oireita kehittyy esimerkiksi kuivissa oloissa, kun bakteerit
tukkivat kasvin johtosolukkoa, estäen näin ravinteiden ja veden kuljetuksen. Epätyypil-
lisiä oireita ovat muun muassa varsien kuihtuminen, kellastuminen ja kitukasvuisuus.
Tyvi- ja märkämätää aiheuttavilla bakteereilla on monivaiheinen infektio ja erityi-
sesti latenttivaiheen infektion mahdollistavat tekijät ovat tuntemattomia. Pérombelon
(2002) mukaan infektion latenttivaiheessa bakteerit säilyvät oireettomina endofyytteinä
perunan mukuloissa talven yli seuraavaan kasvukauteen, jolloin bakteerit siirtyvät ym-
päristöolojen salliessa infektion aktiiviseen vaiheeseen. Infektion aktiivinen vaihe eli
kasvisolukon mädättäminen alkaa, kun bakteeripopulaation tiheys on ~107 bakteeria
grammassa kasvisolukkoa. Emomukulan mädätyksen edetessä bakteereita siirtyy peru-
nan johtosolukon tai kostean maaperän välityksellä sivumukuloihin, ja tyvimätää ai-
heuttavia bakteereita tyveen. Tyvimätää ei esiinny muissa kuin emomukulasta kasvate-
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tuissa perunoissa, mutta varsiin saattaa ilmestyä oireita (aerial stem rot) ilmalevintäisesti
leviävien tyvi- tai märkämätää aiheuttavien enterobakteerien vaikutuksesta. Märkämätää
aiheuttavat enterobakteerit leviävät myös varastossa ja aiheuttavat mukuloiden varasto-
tuhoja.
1.2 Virulenssitekijät tekevät patogeenin
Bakteerien patogeenisuuteen ja virulenssiin tarvitaan virulenssitekijöitä. Bakteereita
kutsutaan patogeeneiksi vaikka ne eivät olisi patogeenisiä eli oireita aiheuttavia kuin va-
in yhdelle isännälle. Virulenssi taas on mitattava ominaisuus. Jonkin virulenssitekijän
poistaminen molekyylibiologisin menetelmin saattaa vähentää bakteerin virulenssia,
vaikka ei poistaisi patogeenisuutta.
Ongelmana kuitenkin on selvittää mitkä ovat virulenssitekijöitä. Se, mitä voidaan
kutsua virulenssitekijäksi, on pääasiassa määrittelykysymys, kuten myös mikä on viru-
lenssigeeni (Casadevall & Pirofski 1999, Wassenaar & Gaastra 2001). Casadevall &
Pirofski (1999) määritelmän mukaan virulenssitekijät vaurioittavat isäntää suoraan,
vaikka samat tekijät olisivat välttämättömiä mikrobin elinkyvylle. Wassenaar & Gaastra
(2001) nimesivät muita kuin virulenssitekijöitä koodaavat geenit ”virulenssiin liittyviksi
geeneiksi” ja ”virulenttiin elämäntapaan liittyviksi geeneiksi”. Virulenssiin liittyviä gee-
nejä ovat esimerkiksi virulenssigeenien säätelyyn ja eritysreittien toimintaan vaikuttavat
geenit ja virulenttiin elämäntapaan liittyviä geenejä ovat esimerkiksi isäntään tunkeutu-
miseen tarvittavat geenit ja isännän puolustukselta suojaavat geenit (Wassenaar &
Gaastra 2001). Kokonaisuutena erilaisiin virulenssitekijöihin, virulenssiin liittyviin teki-
jöihin ja virulenttiin elämäntapaan liittyviin tekijöihin viitataan tässä tutkielmassa viru-
lenssiin vaikuttavilla tekijöillä.
Eri bakteerilajeilla on samantyyppisiä virulenssitekijöitä ja usein sekvenssiltään
samankaltaisten geenien ja proteiinien sanotaan olevan homologisia toisilleen. Homolo-
gian perusteella pyritään ennustamaan esimerkiksi proteiinien tehtävää. Lee ym. (2007)
mukaan homologia on seurausta yhteisestä alkumuodosta evoluutiossa. Homologia jae-
taan kahteen alaryhmään, ortologiaan ja paralogiaan. Ortologiset geenit ovat siirtyneet
eri lajeille, horisontaalista geeninsiirtoa lukuun ottamatta, lajiutumisen seurauksena,
mutta paralogiset geenit ovat kopioituneet saman lajin sisällä. Ortologisilla geeneillä on
usein sama tehtävä, mutta paralogisilla geeneillä tehtävä on usein eriytynyt.
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1.3 Pectobacterium atrosepticum
P. atrosepticum on perunaan erikoistunut kasvipatogeeni, jota tavataan pääasiassa lauh-
kealla ilmastovyöhykkeellä (Pérombelon 2002). P. atrosepticum on sauvamainen ja liik-
kuva, fakultatiivisesti anaerobi gram-negatiivinen bakteeri (Hauben ym. 1998). P.
atrosepticum kuuluu proteobakteereihin, ?-proteobakteerien luokkaan ja enterobakteeri-
en heimoon. Enterobacteriaceae-heimoon kuuluu kasvipatogeenejä Pectobacterium-,
Brenneria-, Erwinia- ja Pantoea-suvuista ja eläinpatogeenejä esimerkiksi Escherichia-
ja Salmonella-suvuista (Christensen ym. 1998, Hauben ym. 1998).
P. atrosepticum -bakteerin tunnisti ensimmäisen kerran vuonna 1902 van Hall,
joka antoi uudelle bakteerille nimeksi Bacillus atrosepticus (Gardan ym. 2003). P.
atrosepticum kuului pitkään Erwinia-sukuun kunnes vuonna 1998 se siirrettiin 16S
rDNA:n sekvenssianalyysin perusteella Pectobacterium-sukuun (Hauben ym. 1998). P.
atrosepticum -bakteeria pidettiin P. carotovorum -lajin alalajina ennen kuin se nostettiin
muutama vuosi sitten omaksi lajikseen 16S rDNA:n sekvenssianalyysin lisäksi DNA-
DNA-hybridisaation, fenotyyppianalyysin ja serologisen ryhmittelyn perusteella
(Gardan ym. 2003). P. atrosepticum -bakteerin ja muiden märkämätää aiheuttavien en-
terobakteerien nimistö ei ole vielä vakiintunut käytännössä ja eri nimiä käytetään rin-
nakkain (Toth ym. 2006).
1.4 P. atrosepticum -bakteerin virulenssiin vaikuttavat tekijät
Perinteisesti P. atrosepticum -bakteeria kuten myös muita märkämätää aiheuttavia ente-
robakteereita pidetään opportunistisina patogeeneinä (Pérombelon 2002). Opportunisti-
set patogeenit aiheuttavat oireita vain puolustuskyvyltään heikentyneessä isännässä.
Märkämätää aiheuttavien enterobakteerien patogeenisuuden oletetaan perustuvan kasvin
soluseiniä hajottavien entsyymien käyttöön (Pérombelon 2002). Viime vuosina on kui-
tenkin herännyt ajatus hienosyisemmästä ja monimuotoisemmasta virulenssimekanis-
mista (De Boer 2003, Toth ym. 2003). Virulenssitekijöiden monimuotoisuutta vahvistaa
P. atrosepticum SCRI1043 -kannan genomin sekvensointi, joka paljasti useita uusia
mahdollisia virulenssigeenejä (Bell ym. 2004). P. atrosepticum -bakteerin virulenssiin
vaikuttavat kasvin soluseiniä hajottavien entsyymien lisäksi tiettävästi III- ja IV-tyypin
eritysreitit, Nip- ja Svx-proteiini, koronatiinitoksiini ja liikkumiskyky (Toth ym. 2006).
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1.4.1 Kasvin soluseiniä hajottavat entsyymit
P. atrosepticum -bakteerin merkittävimmät virulenssitekijät ovat kasvin soluseiniä ha-
jottavat entsyymit (Toth ym. 2006). Kasvin soluseiniä hajottavat entsyymit edistävät
bakteerin etenemistä kasvissa ja parantavat ravinnonsaantia. Toth ym. (2003) mukaan
märkämätää aiheuttavien enterobakteerien tärkeimpiä soluseiniä hajottavia entsyymejä
ovat kasvin solujen pektiinistä koostuvan välilevyn hajotusprosessiin osallistuvat pekti-
naasit, joita on useita, kuten pektaattilyaasi (Pel), pek-tiinilyaasi (Pnl), pektiinimetyyli-
esteraasi (Pme) ja polygalakturonaasi (Peh). Muita soluseiniä hajottavia entsyymejä o-
vat selluloosaa hajottavat sellulaasit (Cel) ja erilaisia proteiiniyhdisteitä hajottavat prote-
aasit (Prt).
Soluseiniä hajottavien entsyymien toiminnan seurauksena syntyneet soluseinien
hajoamistuotteet, kuten pektiinin oligomeerit, edistävät soluseiniä hajottavien entsyymi-
en tuottoa (Toth ym. 2003). Soluseiniä hajottavilla entsyymeillä, kuten proteaaseilla,
saattaa olla merkitystä myös kasvin puolustuksen torjumisessa, sillä ne tuhoavat esimer-
kiksi kasvin bakteereita tunnistavia proteiinirakenteita (Kyöstiö ym. 1991, Marits ym.
1999). Soluseiniä hajottavat entsyymit poikkeavat hieman toisistaan eri märkämätää ai-
heuttavilla enterobakteereilla ja niiden arvellaan vaikuttavan myös isäntäkasvivalikoi-
maan (Toth ym. 2003).
1.4.2 Proteiinien eritysreitit
Gram-negatiivisilla bakteereilla tunnetaan hyvin, laskentatavasta riippuen, viisi tai use-
ampia erityyppisiä eritysreittejä, joiden kautta kuljetetaan esimerkiksi virulenssiproteii-
neja tai DNA:ta (kuvat 1 ja 2).
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Kuva 1. Gram-negatiivisten bakteerien eritysreitit I-IV (type I-IV) (Henderson ym. 2004). Eritys-
reittien proteiinien nimet vaihtelevat eri bakteereilla ja kuvassa on Escherichia coli -bak-
teerin I-tyypin eritysreitti, Yersinia pestis -bakteerin III-tyypin eritysreitti (Yop-systeemi),
Clebsiella oxytoca -bakteerin II-tyypin eritysreitti (pullulanaasi-systeemi) ja Agrobacterium
tumefaciens -bakteerin IV-tyypin eritysreitti (VirB-systeemi). Effector molecule = solusta
uloskuljetettava molekyyli. Cyto = solulima. IM = sisempi solukalvo. Peri = ulomman ja si-
semmän solukalvon välinen tila. OM = ulompi solukalvo. EM = solun ulkoinen ympäristö.
Kuva 2. Erilaisia V-tyypin eritysreittejä (type V) (Henderson ym. 2004). Va-systeemi kuvaa auto-
transporttereita. Vb-systeemi kuvaa TPS-eritysreittiä (two-partner secretion). Vc-systeemin
kautta kuljetetaan trimeerisiä proteiineja esimerkiksi Haemophilus influenzae -bakteerilla.
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Eritysreitit, jotka on numeroitu I-V, ovat usein yläkäsitteitä samantyyppisille eritysrei-
teille ja esimerkiksi V-tyypin eritysreitteihin lasketaan usein kuuluvaksi erilaisia auto-
transporttereita ja TPS-systeemi (two-partner secretion) (Preston ym. 2005). Systeemillä
viitataan toiminnallisesti yhtenäiseen proteiinikompleksiin. P. atrosepticum SCRI1043 -
bakteerilla on geenit hyvin tunnettujen I-V-tyypin eritysreittien ja TPS-reitin koodaami-
seen (Toth ym. 2006).
Preston ym. (2005) mukaan I-tyypin eritysreitin kautta proteiineja kuljetetaan suo-
raan bakteerisolusta ulos. II-tyypin eritysreitillä ja osassa V-tyypin eritysreiteistä pro-
teiinit kuljetetaan ensin sec-reittiä (secretion) tai tat-reittiä (twin-arginine translocation)
ulomman ja sisemmän solukalvon väliseen tilaan, josta proteiinit kuljetetaan edelleen
ulompaan solukalvoon kiinnittyneen proteiinikompleksin kautta bakteerisolun ulkopuo-
lelle. III-tyypin ja IV-tyypin eritysreittien kautta proteiinit ja muut molekyylit kuljete-
taan bakteerisolusta suoraan toisen eliön solulimaan. Sec-systeemin kautta kuljetetaan
myös esimerkiksi IV-tyypin eritysreitin piluksen biogeneesiin tarvittavia proteiineja. Eri
eritysreittejä kuljetettavilla proteiineilla on usein tunnistettava signaalisekvenssi, jonka
perusteella eritysreitti tunnistaa eritettävät proteiinit. Signaalisekvenssi leikataan useim-
miten irti bakteerin solulimassa, ennen proteiinin eritystä ulomman ja sisemmän solu-
kalvon väliseen tilaan tai bakteerisolun ulkopuolelle.
P. atrosepticum -bakteeri kuljettaa pektinaaseja ja sellulaaseja II-tyypin eritysrei-
tin kautta (Out-systeemi) ja proteaaseja I-tyypin eritysreitin kautta (Toth ym. 2006). III-
tyypin eritysreitti (Hrp-systeemi, hypersensitivity and pathogenicity) on merkittävä vi-
rulenssiin vaikuttava tekijä nekroosia aiheuttavilla kasvipatogeeneillä, kuten Erwinia
amylovora -bakteerilla ja Pseudomonas syringae -bakteerilla (Toth ym. 2006). III-tyy-
pin eritysreitin virulenssiproteiinit (effector proteins) ovat virulenssitekijöitä myös P.
atrosepticum -bakteerilla, mutta niiden vaikutus virulenssiin ei ole yhtä merkittävä kuin
kasvin soluseiniä hajottavien entsyymien (Holeva ym. 2004). III-tyypin eritysreitin ar-
vellaan liittyvän P. atrosepticum -bakteerin aktiivisen infektion alkuvaiheisiin
(Ageichik ym. 2002, Holeva ym. 2004). III-tyypin eritysreitin virulenssiproteiinit vai-
kuttavat esimerkiksi isäntäkasvin signaalinvälitykseen (Grant ym. 2006). III-tyypin eri-
tysreitin kautta kuljetetaan myös avirulenssiproteiineja (Avr), jotka vaikuttavat baktee-
rin isäntäkasvivalikoimaan. Kasveilla on resistenssigeenejä (R-geenit), jotka tunnistavat
Avr-proteiineja, mikä aktivoi kasvin puolustuksen ja estää infektion etenemisen (Grant
ym. 2006). IV-tyypin eritysreitin kautta kuljetetaan virulenssiin vaikuttavien proteiinien
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lisäksi DNA:ta (Preston ym. 2005). IV-tyypin eritysreitti (VirB-systeemi, virulence)
vaikuttaa myös P. atrosepticum -bakteerin virulenssiin, mutta eritysreitin toimintaa ei
tunneta sen tarkemmin (Bell ym. 2004). V-tyypin eritysreitin kautta kuljetetaan esimer-
kiksi bakteerin kiinnittymiseen tarvittavia yhdisteitä kuten adhesiineja, mutta V-tyypin
eritysreitin toimintaa ei tunneta lainkaan P. atrosepticum -bakteerilla (Toth ym. 2006).
1.4.3 Nip-proteiini
Nip-proteiini (necrosis-indusing virulence protein) on nekroosia aiheuttava proteiini, jo-
ka vaikuttaa P. atrosepticum -bakteerin ja P. c. ssp. carotovorum -bakteerin virulenssiin
(Mattinen ym. 2004, Pemberton ym. 2005). Nip-proteiini kuuluu niin kutsuttuun Nep1-
proteiinien perheeseen, johon kuuluvia nekroosia aiheuttavia proteiineja tunnetaan myös
aidoilla sienillä ja munasienillä sekä muilla patogeenisillä että saprofyyttisillä baktee-
reilla (Pemberton & Salmond 2004).
1.4.4 Svx-proteiini
Svx-proteiini (secreted virulence factor from Xanthomonas) on II-tyypin eritysreitin ka-
utta eritettävä proteiini, joka vaikuttaa P. atrosepticum -bakteerin virulenssiin toistaisek-
si tuntemattomalla mekanismilla (Corbett ym. 2005). Svx-proteiini on homologinen
Xanthomonas campestris pv. raphani -bakteerin AvrXca-proteiinille (Corbett ym.
2005), joka toimii avirulenssiproteiinina lituruohossa (Arabidopsis thaliana) (Parker
ym. 1993).
1.4.5 Toksiinit
Toksiinit ovat isäntäkasveja vahingoittavia yhdisteitä. P. atrosepticum SCRI1043 -bak-
teerilla on geenit muun muassa syringomysiinin ja koronatiinitoksiinin tuottamiseen, jo-
ista ainakin koronatiinitoksiini vaikuttaa virulenssiin (Bell ym. 2004). Pseudomonas
syringae pv. syringae -bakteerin tuottama koronatiinitoksiini vaikuttaa isäntäkasvin so-
lun signaalinvälitykseen, aiheuttaen kloroosia, kun taas saman bakteerin tuottama sy-
ringomysiini aiheuttaa elektrolyyttien vuota isäntäkasvin soluista, aiheuttaen nekroosia
(Bender ym. 1999).
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1.4.6 Liikkumis- ja kiinnittymiskyky
Liikkumiskykyinen bakteeri pystyy hakeutumaan suotuisaan ympäristöön aktiivisesti ja
esimerkiksi tunkeutumaan isäntäkasviin. P. atrosepticum bakteerille kuten muillekin
märkämätää aiheuttaville enterobakteereille erityisesti flagellojen avulla tapahtuva liik-
kuminen on merkittävä virulenssiin vaikuttava tekijä (Pirhonen ym. 1991, Mulholland
ym. 1993, Hossain ym. 2005). Flagellojen on havaittu vaikuttavan myös biofilmin
muodostukseen P. c. ssp. carotovorum bakteerilla (Hossain & Tsuyumu 2006). P.
atrosepticum -bakteerin biofilmin muodostuksesta tiedetään vähän, mutta P.
atrosepticum -bakteerin genomissa on geenejä, jotka koodaavat kiinnittymisrakenteita,
joita ovat esimerkiksi IV-tyypin pilusproteiinit (Toth ym. 2006). Bakteerien kasvaminen
biofilminä on yleinen kasvutapa, joka suojaa bakteereita epäsuotuisten ympäristötekijöi-
den vaikutuksilta (Hall-Stoodley ym. 2004).
1.5 P. atrosepticum -bakteerin virulenssinsäätely
Märkämätää aiheuttavien enterobakteerien virulenssinsäätelyyn vaikuttavat esimerkiksi
ympäristön happi-, typpi- ja rautapitoisuus, lämpötila ja kasvisolukon hajoamistuotteet
sekä bakteeripopulaation tiheys autoindusorien kautta (Toth ym. 2003). P. atrosepticum
-bakteerilla on kaksi autoindusorisyteemiä, AI-1 (ExpI-ExpR-systeemi) ja AI-2 (LuxS-
proteiini syntetaasina). AI-1 vaikuttaa kasvin soluseiniä hajottavien entsyymien eritty-
miseen, Nip- ja Svx-proteiinin erittymiseen sekä virulenssiin, mutta AI-2 ei vaikuta P.
atrosepticum -bakteerin virulenssiin (Barnard & Salmond 2007). AI-2 vaikuttaa kyllä-
kin muutaman muun märkämätää aiheuttavan enterobakteerin virulenssiin (Barnard &
Salmond 2007). Märkämätää aiheuttavilla enterobakteereilla tunnetaan useita virulens-
sia sääteleviä geeninsäätelyverkostoja ja säätelijäproteiineja (Hyytiäinen 2005). Esimer-
kiksi HexY-proteiini (hyperproduction of exoenzymes) säätelee negatiivisesti P.
atrosepticum -bakteerin soluseiniä hajottavien entsyymien transkriptiota ja liikkumista
flagellojen avulla (Shih ym. 1999).
1.6 vgrG-geeniperhe
1.6.1 Bakteereita, joilta on löydetty vgrG-geenejä
vgrG-geeniksi (valine-glysine repeats) nimetty geeni löydettiin ensimmäisen kerran
Escherichia coli -bakteerilta osana niin kutsuttuja rhs-elementtejä (recombination hot-
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spots). rhs-elementit ovat genomissa olevia muutaman geenin ryppäitä, joihin kuuluu
muun muassa rhs-geenistä muodostuva ”ydin” ja siihen liittyneitä erilaisia ”liitännäis-
geenejä” kuten vgrG-geenejä ja hcp-geenejä (haemolysin co-regulated protein) (Wang
ym. 1998). Sittemmin vgrG-perheen geenejä on löydetty useilta muilta bakteereilta sitä
mukaan kun genomeja on sekvensoitu. vgrG-geenejä on erityisen paljon proteo-
bakteereilla, mutta myös esimerkiksi syanobakteereilla (taulukko 1), kahdella faagilla
sekä riisillä (Oryza sativa) (Esposito ym. 1996, Williams ym. 2002, Yu ym. 2005).
Taulukko 1. Esimerkkejä bakteerilajeista, joilla on vgrG-perheen geenejä. Taulukko perustuu
genomien tai genomin osien sekvensointeihin.
Bakteerilaji Viitteet
Kasvipatogeenit
Dickeya dadantii Yang ym. 2004
P. atrosepticum Bell ym. 2004
P.  s. pv. syringae Feil ym. 2005
P. c. ssp carotovorum Rantakari ym. 2001
Ralstonia solanacearum Salanoubat ym. 2002, Gabriel ym. 2006
Xanthomonas oryzae pv. oryzae Lee ym. 2005
Kasvien yhteydessä elävät ei-patogeeniset bakteerit
Anabaena sp. Kaneko ym. 2001
Azoarcus sp. Krause ym. 2006
Pseudomonas putida Reva ym. 2006
Pseudomonas fluorescens Paulsen ym. 2005
Rhizobium leguminosarum biovar viciae Young ym. 2006
Eläin- ja ihmispatogeenit
Aeromonas hydrophila ssp. hydrophila Seshadri ym. 2006
Burkholderia cenocepacia Bernier & Sokol 2005
Edwardsiella tarda Zheng & Leung 2007
E. coli Das & Chaudhuri 2003, Dudley ym.
2006, Brzuszkiewicz ym. 2006
Serratia entomophila Hurst ym. 2004
Vibrio cholerae Das & Chaudhuri 2003
Yersinia pestis Das & Chaudhuri 2003
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Eläinten symbiontit
Vibrio fischeri Ruby ym. 2005
Ympäristömikrobit
Alkalilimnicola ehrlichei Copeland ym. 2007
Marinobacter aquaeolei Copeland ym. 2006
Ralstonia eutropha Pohlmann ym. 2006
Yhdellä bakteerilla saattaa olla jopa 10-20 vgrG-geeniä (Stover ym. 2000, Duchaud ym.
2003). Saman bakteerilajin vgrG-geenejä on myös pyritty ryhmittelemään fylogeneetti-
sin eli kehityshistoriallisin perustein ja esimerkiksi Pseudomonas aeruginosa PAO1  -
bakteerin vgrG-geenit on jaettu neljään ryhmään (Wilderman ym. 2001).
P. atrosepticum SCRI1043 -bakteerilla on kuusi homologista vgrG-geeniä
(ECA2104, ECA2867, ECA3427, ECA3483, ECA4142 ja ECA4276), joista yhden en-
nustetaan olevan pseudogeeni (ECA3483) (Bell ym. 2004). P. atrosepticum -bakteerin
vgrG-geeneistä ECA2867, ECA3427 ja ECA4276 sijaitsevat hcp-geenien (ECA2866,
ECA3428, ECA4275) vieressä ja lähellä rhs-geenejä (ECA2869, ECA3421 ja
ECA4278) (Bell ym. 2004). ECA2104 sijaitsee III-tyypin eritysreittiä koodaavien gee-
nien ryppäässä (Bell ym. 2002, Holeva ym. 2004). P. c. ssp. carotovorum -bakteerilla ja
Dickeya dadantii -bakteerilla on myös vgrG-geeni III-tyypin eritysreitin geeniryppäässä
(Rantakari ym. 2001, Yang ym. 2004). ECA4142-geenin ympärillä on esimerkiksi ener-
giametaboliaan tarvittavia geenejä ja hypoteettisia proteiineja koodaavia geenejä (Bell
ym. 2004).
1.6.2 vgrG-geenit koodaavat konservoituneita proteiineja
P. atrosepticum SCRI1043 -bakteerin viiden vgrG-geenin ennustetaan koodaavan kon-
servoituneita proteiineja, joissa on niin kutsuttu VgrG-domeeni (COG3501, the database
of clusters of orthologous groups of proteins) (Bell ym. 2004). Domeeneiksi kutsutaan
proteiinien tunnistettavissa olevia osia, joilla saattaa olla oma tehtävä. VgrG-domeeni
on kaksoisdomeeni, jonka sisällä on toinen tehtävältään tuntematon domeeni DUF586
(domain of unknown function). Konservoituneilla proteiineilla oletetaan olevan jokin
tärkeä biologinen tehtävä, koska ne ovat säilyneet melko muuttumattomina evoluutiossa
(Koonin ym. 2001).
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Kaikkien VgrG-proteiineiksi kutsuttujen proteiinien aminopää koostuu konservoi-
tuneesta VgrG-domeenista ja proteiinien karboksipäässä on joissain tapauksissa domee-
ni, jolle homologisten proteiinien tehtävä saatetaan tuntea. VgrG-proteiinien aminopää
saattaa muodostaa faagin rakenteiden muotoisia proteiinikomplekseja. Pukatzki ym.
(2007) mukaan VgrG-proteiinien aminopään ennustetaan koodaavan proteiinia, joka
laskostuu samoin kuin Mu-faagin Gp44-proteiini (gene 44 protein) ja T4-faagin Gp5-
proteiini. V. cholerae V52 -bakteerin VgrG-proteiinien välillä on havaittu olevan vuoro-
vaikutusta immunosaostuskokeiden perusteella. VgrG-proteiinien oletetaan muodosta-
van multimeerisen proteiinikompleksin, jonka keskellä on 30 Å aukko. Multimeerinen
proteiini saattaa muodostua yhden tai useamman vgrG-geenin koodaamista proteiineista
(kuva 3).
Kuva 3. V. cholerae -bakteerin VgrG-proteiinien ennustetaan muodostavan samankaltaisen proteii-
nikompleksin kuin T4-faagin isäntään tunkeutumiseen tarvittava piikki on (Pukatzki ym.
2007). Vasemmalla on tyylitelty kuva T4-faagin piikin yhden monomeerin sekvenssin ra-
kenteesta. Keskellä on T4-faagin piikin proteiinikompleksin kristallirakenne. Oikealla on V.
cholerae -bakteerin VgrG-proteiinien T4-faagin piikin monomeerejä vastaavat sekvenssit.
VgrG-proteiinien karboksipäässä näkyvät lisädomeenit, joiden homologien tehtävä tunne-
taan. G3 = VgrG-3. G2 = VgrG-2. G1 = VgrG-1. PG Binding = Peptidoglycan binding
domain. ACD = Actin cross-linking domain.
Serratia entomophila -bakteerilla vgrG-geeni (afp8, antifeeding prophage) on keskellä
kahta eri faagin vartalon muotoista bakteriosiiniä koodaavaa afp-geenirypästä (Hurst
ym. 2004, Hurst ym. 2007). Se saattaa koodata faagin piikin ja vartalon välissä olevan
pohjalevyn muotoista osaa bakteeriosiinistä (Hurst ym. 2004).
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VgrG-proteiinien karboksipään lisädomeenin arvellaan liittyvän proteiinien tehtä-
vään bakteerin isäntäeliön solussa (Pukatzki ym. 2007). V. cholerae -bakteerin VgrG-1
proteiiniin on liittyneenä ACD-domeeni (actin cross-linking domain), jonka on havaittu
katalysoivan aitotumallisten solujen G-aktiinimolekyylien sitoutumista toisiinsa ja ai-
heuttavan aitotumallisten solujen pyöristymistä (Sheahan ym. 2004, Cordero ym. 2006).
ACD-domeeni on myös osa V. cholerae -bakteerin RTX-toksiinia (repeats-in-toxin),
mutta ACD-domeenia ei ole toistaiseksi löydetty miltään muulta eliöltä (Sheahan ym.
2004). VgrG-proteiinien karboksipäähän saattaa olla liittyneenä ihmis- ja eläinpatogee-
neillä esimerkiksi peptidoglykaania sitova domeeni, sinkki-metalliproteaasi-domeeni tai
mannoosia sitova domeeni (Pukatzki ym. 2007).
1.6.3 VgrG-proteiineja kuljetetaan uuden VI-tyypin eritysreitin kautta
Hiljattain tunnistettiin uusi VI-tyypin eritysreitti, jonka kautta eritetään VgrG-proteiine-
ja (Pukatzki ym. 2006). VgrG-proteiineja erittävät ainakin V. cholerae V52 -bakteeri,
Edwardsiella tarda -bakteeri ja P. atrosepticum -bakteeri (Pukatzki ym. 2006, Mattinen
ym. 2007, Zheng & Leung 2007). VI-tyypin eritysreittiä koodaavien geenien rypäs, jos-
sa geenit ovat peräkkäin genomissa (gene cluster), on löydetty useilta proteobakteereilta
(taulukko 2). Tällä hetkellä vastaava geenirypäs on löydetty ainakin 85 bakteerilta
(Schell ym. 2007).
Taulukko 2. Esimerkkejä bakteerilajeista joilla on VI-tyypin eritysreittiä mahdollisesti koodaavi-
en geenien rypäs. Taulukko perustuu tehtyihin genomin vertailuihin tai geeniryppäi-
den sekvensointeihin.
Bakteerilaji Viite
Kasvipatogeenit
Agrobacterium tumefaciens Das & Chaudhuri 2003
Kasvien symbiontit
Mesorhizobium loti Das & Chaudhuri 2003
Rhizobium leguminosarum biovar trifolii Roest ym. 1997
Rhizobium leguminosarum biovar viciae Young ym. 2006
Eläin- ja ihmispatogeenit
Aeromonas hydrophila ssp. hydrophila Seshadri ym. 2006
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Burkholderia mallei Schell ym. 2007
Burkholderia pseudomallei Schell ym. 2007
Edwardsiella ictaluri Moore ym. 2002
Ed. tarda Rao ym. 2004, Zheng & Leung 2007
E. coli Das & Chaudhuri 2003, Brzuszkiewicz
ym. 2006, Dudley ym. 2006, Xie ym.
2006
Francisella sp. Nano ym. 2004
P. aeruginosa Das & Chaudhuri 2003
Salmonella enterica Typhimurium Folkesson ym. 1999
V. cholerae Das & Chaudhuri 2003
Yersinia pestis Das & Chaudhuri 2003
VI-tyypin eritysreitin geenirypäs on nimetty eritavoin eri bakteereilla ja osasta geeniryp-
pään geeneistä käytetään myös nimitystä IAHP-geenit (IcmF associated homologous
proteins), jonka nimen antoivat geeniryppään yleisyyden bakteereilla ensimmäisenä ha-
vainneet tutkijat Das ja Chaudhuri vuonna 2003. V. cholerae -bakteerilla VI-tyypin eri-
tysreitin geenit on nimetty VAS-geeneiksi (virulence associated secretion) (kuva 4).
Kuva 4. V. cholerae -bakteerin VAS-systeemiin mahdollisesti liittyvät geenit (Pukatzki ym. 2006).
Valkoiset nuolet ovat geenejä joiden tehtävä tunnetaan V. cholerae -bakteerilla, mustat nuo-
let ovat geenejä joiden homologien toiminta tunnetaan jossain määrin ja harmaat nuolet o-
vat hypoteettisia geenejä. RpoN on RNA-polymeraasin alayksikköä sigma54-tekijää koo-
daava geeni. SP-numero-merkinnät tarkoittavat transposoni-inserttejä, jotka aiheuttivat bak-
teerin alttiuden Dictyostelium discoideum -ameballe Pukatzki ym. (2006) tutkimuksessa.
VI-tyypin eritysreitin proteiinien eritykseen tarvittavan proteiinikompleksin rakennetta
ei tunneta. Arvellaan kuitenkin, että proteiineja eritetään suoraan isäntäeliön solulimaan
ruiskumaisen rakenteen avulla (Pukatzki ym. 2006, Mougous ym. 2006, Pukatzki ym.
2007). VI-tyypin eritysreitin vaikutus isäntään vaatii bakteerin tiiviin kontaktin isännän
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soluihin, mikä viittaa proteiinien kuljettamiseen suoraan isännän solulimaan (Pukatzki
ym. 2006). V. cholerae V52 -bakteerin SP500-kanta on solumyrkyllinen J774-solulinjan
makrofaageille, mutta saman kannan kasvatusalusta, johon on erittynyt Hcp- ja VgrG-
proteiineja ei ole myrkyllinen soluille (Pukatzki ym. 2006).
VgrG-proteiinien arvellaan muodostavan VI-tyypin eritysreitin proteiinien erityk-
seen tarvittavan ruiskun pään (Pukatzki ym. 2007). Hcp-proteiinit muodostavat multi-
meerisen renkaan, jonka halkaisija on noin 40 Å, joten sen läpi saatetaan myös kuljettaa
eritettäviä proteiineja (Mougous ym. 2006). VI-tyypin eritysreitin kautta eritetään vesi-
hakuisia proteiineja, joilta puuttuu tunnistettava muihin tunnettuihin eritysreitteihin liit-
tyvä signaalisekvenssi (Pukatzki ym. 2006). VI-tyypin eritysreitin kautta kuljetetaan
VgrG-proteiinien lisäksi Hcp-proteiineja, AaiC-proteiinia (AggR-activated island) ja
EvpP-proteiinia (Edwardsiella tarda virulence protein) (Rao ym. 2004, Dudley ym.
2006, Mougous ym. 2006, Pukatzki ym. 2006, Schell ym. 2007, Zheng & Leung 2007).
Myös muita eritettäviä vesihakuisia proteiineja saattaa olla (Schell ym. 2007, Zheng &
Leung 2007). P. atrosepticum -bakteeri erittää perunauutetta sisältävään kasvatusalus-
taan useita Hcp-proteiineja ja ainakin yhtä VgrG-proteiinia (ECA3427) (Mattinen ym.
2007). Poikkeuksen muista eritettävistä proteiineista muodostaa Rhizobium
leguminosarum biovar trifolii -bakteerin VI-tyypin eritysreitin kautta kuljetettava vesi-
pakoinen RbsB-proteiini (ribose binding protein) (Bladergroen ym. 2003).
1.6.4 vgrG-geenien tehtävä ihmis- ja eläinpatogeeneillä
vgrG-geenit saattavat koodata uusia virulenssiproteiineja ja niiden on havaittu vaikutta-
van muutamien ihmis- ja eläinpatogeenien virulenssia. vgrG-perheen evpI-geenin mu-
taatio alentaa Ed. tarda -bakteerin virulenssia sen infektoidessa sinirihmakalaa
(Trichogaster trichopterus) (Zheng & Leung 2007). V. cholerae V52 -bakteerin vgrG-1-
ja vgrG-2-geenin mutaatio altistaa sen Dictyostelium discoideum -ameban predaatiolle
ja vähentää sen myrkyllisyyttä J774-solulinjan ja RAW 264.7 -solulinjan makrofaageil-
le (Pukatzki ym. 2006, Pukatzki ym. 2007). Mutaatio S. entomophila -bakteerin vgrG-
perheen afp8-geenissä alentaa bakteerin virulenssia Costelytra zealandica -kuoriaisen
toukalla (Hurst ym. 2004). Edellä mainituista poiketen vgrG-geenin (BCAM1048) mu-
taatio ei vaikuta Burkholderia cenocepacia K56-2 -bakteerin virulenssiin sinimailasella
(Medicago sativa) (Bernier & Sokol 2005). B. cenocepacia tunnetaan parhaiten ihmisiä
infektoivana opportunistisena patogeeninä, mutta se aiheuttaa oireita myös joissain kas-
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veissa (Engledow ym. 2004). vgrG-geenien yhteyttä virulenssiin tukee lisäksi se, että
muiden VI-tyypin eritysreittiin liittyvien geenien mutaatiot alentavat bakteerien viru-
lenssia useilla ihmis- ja eläinpatogeeneillä, niiden infektoidessa muun muassa jyrsijöitä
(Nano ym. 2004, Rao ym. 2004, Potvin ym. 2003, Pukatzki ym. 2006, Tempel ym.
2006, Schell ym. 2007). Francisella novicida -bakteerin mutanttikanta, jossa on hiljen-
netty icmF-perheen (intracellular multiplication) pdpB-geeni (pathogenicity determinant
protein), jopa suojaa hiiriä virulentilta villityypin kannalta (Tempel ym. 2006). icmF-
geeni, jota myös vasK-geeniksi kutsutaan, on välttämätön VI-tyypin eritysreitin toimin-
nalle muun muassa V. cholerae V52 -bakteerilla (Pukatzki ym. 2006). VI-tyypin eritys-
reitin kautta eritettävän Hcp-proteiinin vasta-aineita on lisäksi havaittu ihmisillä, hevo-
silla, hiirillä ja kaloilla (Moore 2002, Mougous ym. 2006, Schell ym. 2007).
Tunnetaan myös esimerkkejä siitä, että VI-tyypin eritysreitin geenien mutaatiot ei-
vät alenna virulenssia vaan jopa lisäävät sitä. Salmonella enterica Typhimurium -bak-
teerin VI-tyypin eritysreitin toiminnalle keskeisen icmF-perheen sciS-geenin mutaatio
lisää bakteerin virulenssia hiirillä (Parsons & Heffron 2005). VI-tyypin eritysreitin gee-
nien mutaatiot lisäävät myös apilan (Trifolii sp.) juuriin typpeä sitovia juurinystyjä mu-
odostavan R. l. biovar trifolii -bakteerin infektiokykyä. Lämpötilasta riippuvaa proteiini-
en eritysreittiä koodaavien imp-geenien (impaired in nitrogen fixation) mutaatio mah-
dollistaa sen, että bakteeri kykenee infektoimaan myös herneen (Pisum sativum) juuria
niin, että se sitoo niissä typpeä (Bladergroen ym. 2003).
Muutamien vgrG-geenin ja VI-tyypin eritysreittiin liittyvien geenien on havaittu
vaikuttavan bakteerien biofilmin muodostukseen ja liikkumiskykyyn. B. cenocepacia
V56-2 -bakteerin vgrG-geenin mutaatio lisää bakteerin biofilmin muodostusta ja tekee
siitä uimakyvyttömän sekä heikentää sen liikkumiskykyä alustalla (swarming) (Bernier
& Sokol 2005). clpV1-geenin (caseinolytic protease for virulent strain), joka toimii to-
dennäköisesti adenosiinitrifosfaattia (ATP) hydrolysoivana moottorina VI-tyypin
eritysreitille (Mougous ym. 2006), mutaatio huonontaa P. aeruginosa PAO1 -bakteerin
liikkumiskykyä alustalla (Potvin ym. 2003). VI-tyypin eritysreitin geenien ryppäässä si-
jaitsevan vgrG1-geenin transkriptio lisääntyy P. aeruginosa PAO1 -bakteerin biofilmin
kehittyessä (Hentzer ym. 2005). Kaikilla bakteereilla vgrG-geenien tai VI-tyypin eri-
tysreitin ei ole havaittu vaikuttavan liikkumis- ja kiinnittymiskykyyn (Rao ym. 2004,
Dudley ym. 2006).
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1.7 vgrG-geenien säätely
vgrG-geenien säätelyä tunnetaan vasta vähän, mutta ne ovat useilla bakteereilla samoin
säädeltyjä kuin muut VI-tyypin eritysreitin geenit. vgrG-geenien säätelyyn on havaittu
vaikuttavan muita tunnettuja virulenssitekijöitä sääteleviä säätelijäproteiineja. On mah-
dollista, että myös autoindusoreilla on jokin vaikutus vgrG-geenien toimintaan. P.
aeruginosa PAO1 -bakteerilla III-tyypin eritysreittiä ja muita virulenssitekijöitä säätele-
vien RetS-proteiinin (regulator of exopolysaccharide and type III secretion) ja LadS-
proteiinin (lost adherence sensor) on havaittu säätelevän myös VI-tyypin eritysreitin
geeniryppään vgrG-geenin ja muiden saman ryppään geenien transkriptiota (Mougous
ym. 2006). RetS aktivoi III-tyypin eritysreittiä ja LadS repressoi sitä, mutta niiden vai-
kutus vgrG1-geeniin on päinvastainen. (Mougous ym. 2006). Toisaalta Ed. tarda -bak-
teerilla III-tyypin eritysreitin aktivaattori AraC-perheen (transcriptional regulator of the
L-arabinose operon) EsrC-proteiini (Edwardsiella tarda secretion system regulator) ak-
tivoi myös vgrG-perheen evpI-geenin, kuten muidenkin VI-tyypin eritysreitin evp-gee-
nien toimintaa (Zheng ym. 2005). AraC-perheen säätelijäproteiini AggR (transcriptional
activator of aggregative adherence fimbria I expression) aktivoi enteroaggregatiivisen
Escherichia coli -bakteerin (EAEC) vgrG-perheen aaiG-geenin ja muita VI-tyypin eri-
tysreitin aai-geenejä (Dudley ym. 2006). AI-1 (CepI-CepR-systeemi) saattaa säädellä B.
cenocepacia K56-2 -bakteerin vgrG-geeniä (BCAM1048). vgrG-geenistä ylävirtaan on
niin kutsuttu cep box -sekvenssi, johon CepR-proteiini saattaa sitoutua (Chambers ym.
2006). Mutaatio AI-2:ta syntetisoivaa proteiinia koodaavassa luxS-geenissä lisää
Photorhabdus luminescens ssp. laumondii TT01 -bakteerin vgrG-perheen geenien
(PLU0355, PLU0462 ja PLU2524) transkriptiota eksponentiaalisen kasvuvaiheen lo-
pussa (Krin ym. 2006). AI-2 aktivoi myös muita VI-tyypin eritysreittiin liittyviä geenejä
(Krin ym. 2006).
1.8 Red-rekombinaasia hyödyntävä menetelmä deleetiomutageneesiin
Bakteerien viruksen ?-faagin rekombinaasigeenien eli red-geenien koodaamaa Red-re-
kombinaasia hyödyntävä menetelmä deleetiomutageneesiin kehitettiin nykymuotoon E.
coli -bakteerille (Datsenko & Wanner 2000). Sitä on sittemmin käytetty muun muassa
E. amylovora -bakteerilla (Zhao ym. 2006) ja S.  e. Typhimurium -bakteerilla
(Ellermeier ym. 2002).
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Datsenko & Wanner (2000) mukaan Red-rekombinaasi-menetelmä perustuu indu-
soituun homologiseen rekombinaatioon, jossa ?-faagin rekombinaasientsyymit kataly-
soivat genomisen DNA:n osan korvautumisen soluun tuodulla osittain homologisella
DNA-fragmentilla. DNA-fragmentti transformoidaan bakteerisoluun elektroporaatiolla.
Elektroporaatiossa heikennetään sähkövirran avulla bakteerisolun soluseinää ja solukal-
voja, jolloin soluun syntyy aukkoja, joista kulkeutuu DNA:ta solun ulkopuolelta. DNA-
fragmentissa on antibioottiresistenssigeeni, jonka molempiin päihin on liitetty kohde-
geeniä tai -operonia reunustaville geeneille homologinen alue (kuva 5).
Kuva 5. Red-rekombinaasi-menetelmä pääpiirteittäin (Datsenko & Wanner 2000). Step 1. Antibi-
oottiresistenssigeeni (DNA-insertti) monistetaan PCR:llä templaattiplasmidista alukkeilla,
joissa on priming site -alueet (P1 ja P2) tunnistavat alueet ja deletoitavaa geeniä reunustavi-
en geenien homologiset alueet (H1 ja H2). Step 2. PCR-tuote elektroporoidaan Red-rekom-
binaasia ilmentävään bakteeriin, jolloin poistettava geeni korvautuu DNA-insertillä. Step 3.
Elektroporaation jälkeen mutantit selektoidaan antibioottimaljalla. Step 4. DNA-insertti po-
istetaan transformoimalla mutanttikantaan FLP-entsyymiä koodaava plasmidi, joka indusoi-
daan tuottamaan FRT-alueista leikkaavaa FLP-entsyymiä kasvattamalla sitä +37 °C:ssa.
Antibioottiresistenssigeeni monistetaan templaattiplasmidista alukkeilla, joissa on anti-
bioottiresistenssigeenin tunnistavat 20 nukleotidia (nt) pitkät priming site -alueet ja koh-
degeenin viereiset geenit tunnistavat 36-50 nt:a pitkät homologiset alueet (Datsenko &
Wanner 2000). Bakteerisoluun viedyn DNA-fragmentin homologisen rekombinaation
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katalysoi ?-faagin Red-systeemi, jota ilmentää bakteeriin elektroporoitu avustajaplasmi-
di (Datsenko & Wanner 2000). Red-systeemiä koodaa kolme geeniä ? (gam), ? (bet) ja
exo (kuva 6). Gam-entsyymi estää bakteerin RecBCD-eksonukleaasi V:n, joka hajottaa
lineaarista DNA:ta, toiminnan, kun taas Bet-entsyymi ja Exo-entsyymi katalysoivat
DNA-fragmentin homologisen rekombinaation (Murphy 1998). Red-systeemi indusoi-
daan L-arabinoosilla, mikä estää tahattomat mutaatiot kantajabakteereissa (Datsenko &
Wanner 2000). Avustajaplasmidi saadaan poistettua valmiista mutanteista kasvattamalla
bakteeria +37 °C:ssa, koska plasmidi ei kopioidu niin korkeassa lämpötilassa (Datsenko
& Wanner 2000).
Kuva 6. Red-systeemiä ilmentävä avustajaplasmidi (Datsenko & Wanner 2000). Avustajaplasmidi
pKD46 on samankaltainen kuin kuvassa oleva pKD20-plasmidi. pKD46 sisältää lisäksi
exo-geenin jälkeisen terminaattorin eli transkription päätekohdan tL3. ParaB = L-arabinoo-
si-indusoituva promoottori eli transkription säätelyalue. ? = gam ja ? = bet. araC = ParaB-
promoottoria säätelevää proteiinia koodaava geeni. bla = betalaktamaasi.
Datsenko & Wanner (2000) mukaan Red-rekombinaasi-menetelmällä tehdyn mutaation
rakenne voidaan tarkastaa polymeraasiketjureaktiolla (PCR). Oikearakenteisen mutantin
löytymisen jälkeen voidaan siitä poistaa antibioottiresistenssigeeni leikkaamalla se pois
FRT-alueiden kohdalta (FLP-recognition target) FLP-rekombinaasilla (flipaasi, flip-
out). Bakteeriin elektroporoidaan FLP-entsyymiä koodaava plasmidi. FLP-entsyymin
tuotto indusoidaan kasvattamalla bakteereita +37 °C:ssa. Samalla plasmidin kopioitumi-
nen estyy (Cherepanov & Wackernagel 1995).
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1.9 Lisätutkimuksen tarve
Konservoituneiden vgrG-geenien toiminta ja VgrG-proteiinien tehtävä tunnetaan huo-
nosti. Niitä on tutkittu vasta muutamilla ihmis- ja eläinpatogeeneillä. vgrG-geenit saat-
tavat liittyä bakteerien taudinaiheuttamismekanismeihin. VgrG-proteiineja saatetaan e-
rittää VI-tyypin eritysreitin kautta ja niiden arvellaan muodostavan osan eritysreitin pro-
teiinien eritykseen tarvittavasta proteiinikompleksista. VgrG-proteiinien oletetaan va-
hingoittavan patogeenisten bakteerien isäntäeliöitä.
Kasvipatogeenisillä bakteereilla tai millään muulla kasvipatogeenillä ei ole
toistaiseksi tutkittu vgrG-geenejä tai proteiineja. P. atrosepticum -bakteerin yhden
vgrG-geenin (ECA3427) on kuitenkin havaittu indusoituvan isäntäkasvia jäljittelevissä
kasvatusoloissa ja samaisen geenin koodaaman proteiinin on havaittu erittyvän kasva-
tusalustaan samoissa kasvatusoloissa (Mattinen ym. 2007). P. atrosepticum -bakteerilla
on genomin sekvensoinnin perusteella useita vgrG-geenejä ja mahdollisesti VI-tyypin
eritysreitti. vgrG-geenien tutkiminen saattaa tuottaa uutta tietoa kasvipatogeenien viru-
lenssimekanismista. Tässä tutkimuksessa tutkittiin ensimmäisen kerran vgrG-geenejä
kasvipatogeenillä.
1.10 Tutkimuksen tavoitteet
Tämän tutkimuksen tavoitteena oli selvittää ovatko P. atrosepticum -bakteerin vgrG-
geenit mahdollisia uusia virulenssiin vaikuttavia tekijöitä bakteerin infektoidessa pe-
runaa. Tässä tutkimuksessa selvitettiin vgrG-geenien aktiivisuus virulenssigeenejä indu-
soivissa kasvatusoloissa in planta ja in vitro reaaliaikaisella käänteiskopiointi-PCR:llä
sekä tutkittiin aktiivisimpien vgrG-geenien vaikutus virulenssiin Red-rekombinaasi-me-
netelmällä rakennettujen mutaatioiden avulla. Lisäksi selvitettiin tietokonemallinnuk-
sella VgrG-proteiinien rakennetta ja tehtävää kasvipatogeenisillä bakteereilla sekä kar-
toitettiin P. atrosepticum -bakteerin mahdollinen VI-tyypin eritysreitin geenirypäs.
Hypoteesit:
H01: Kasvatusolot eivät vaikuta vgrG-geenien transkriptioon
H11: Kasvatusolot vaikuttavat ainakin jonkin vgrG-geenin transkriptioon
H02: vgrG-geenit eivät vaikuta virulenssiin
H12: Ainakin jokin vgrG-geeneistä vaikuttaa virulenssiin
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2 MATERIAALIT JA MENETELMÄT
2.1 Bakteerikannat, plasmidit ja kasvatusalustat sekä kasvimateriaali
Tutkimuksessa käytettiin P. atrosepticum -bakteeria ja Red-rekombinaasi-menetelmään
tarvittavia plasmideja (taulukko 3).
Taulukko 3. Tutkimuksessa käytetyt bakteerikannat ja plasmidit.
Bakteerilaji/plasmidi Kanta Ominaisuudet Viite
P. atrosepticum SCRI1043  Villityyppi Hinton ym. 1985
P. atrosepticum ?2867 ECA2867::cat, camR Tämä tutkimus
P. atrosepticum ?3427 ECA3427::cat, camR Tämä tutkimus
P. atrosepticum ?4276 ECA4276::cat, camR Tämä tutkimus
pKD3 cat, camR Datsenko & Wanner 2000
templaattiplasmidi
pKD46 Red-systeemi, apR Datsenko & Wanner 2000
avustajaplasmidi
Lyhenteet: cat = kloramfenikoli-asetyylitransferaasi, camR = kloramfenikoli-resistentti, apR = ampisilliini-
resistentti
Jokainen koe aloitettiin kasvattamalla puhdasviljelmä -80 °C:ssa varastoiduista baktee-
reista. Bakteereita kasvatettiin Luria Broth -alustalla (LB) (Sigma, St. Louis, MO, USA)
200 rpm:n ravistelussa +28 °C:ssa tai LB-agar-alustalla +28 °C:ssa. Tarvittaessa kasva-
tusalustoihin lisättiin ampisilliini-antibioottia (100 ?g/ml) (Sigma, St. Louis, MO, USA)
tai kloramfenikoli-antibioottia (12,5 ?g/ml tai 25 ?g/ml) (Sigma, St. Louis, MO, USA).
Tutkielman liitteenä on kaikkien tutkimuksessa käytettyjen kasvatusalustojen ja liuosten
reseptit (liite 1).
Kaikissa kasveilla tehdyissä kokeissa käytettiin koekasvina perunaa. Perunalajik-
keeksi valittiin useille taudeille altis Bintje (K. L. de Vries). Tutkimuksessa käytettiin
kaupallista perunaa, joka ostettiin tukusta (H & H Tuominen, Loppi, Suomi). Varret
kasvatettiin Viikin kasvihuoneella Kekkilän (Tuusula, Suomi) kasvatusturpeessa, jossa
oli 20 % vermikuliittia. Kasvatushuoneessa oli 16/8 tunnin valojakso. Lämpötila oli päi-
vällä +22 °C ja yöllä +16 °C. Suhteellinen ilmankosteus oli noin 60 %:a. Kasvatushuo-
neessa ei käytetty torjunta-aineita kokeiden aikana.
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2.2 Tietokoneanalyysit
Tässä tutkimuksessa vgrG-geeneihin ja VI-tyypin eritysreittiin liittyneet tietokoneana-
lyysit tehtiin geenisekvenssillä tai proteiinisekvenssillä tarpeen mukaan. vgrG-geenien
tehtävän ennustamista varten käytettiin pääasiassa proteiinisekvenssiä, koska sillä löy-
detään helpommin oletettavasti tehtävältään samanlaiset proteiinit. Geenisekvenssi saat-
taa vaihdella, vaikka proteiinin tehtävä pysyisi samana. Esimerkiksi geenisekvenssin
GC-% on kullakin bakteerilla yksilöllinen ja genomiin tulleen uuden geenin GC-%:n
oletetaan mukautuvan ajassa genomiin (Lawrence & Ochman 1997).
2.2.1 vgrG-geenien ja proteiinien homologiaryhmien selvittäminen
P. atrosepticum -bakteerin annotoitujen vgrG-geenien ja ennustettujen proteiinien väli-
nen homologia selvitettiin vertaamalla niiden sekvenssejä toisiinsa BLASTN 2.2.17 -
ohjelmalla (basic local alignment search tool) ja BLASTP 2.2.17 -ohjelmalla (Altschul
ym. 1997, Altschul ym. 2005), sekä linjaamalla geenien ja proteiinien sekvenssit allek-
kain ClustalW 2.0 -ohjelmalla (Chenna ym. 2003). BLAST-vertailuissa käytettiin ohjel-
man oletusasetuksia. BLAST-ohjelmia käytettiin NCBI:n (National center for
biotechnology information) verkkosivuilla. Sekvenssien linjauksessa käytettiin ohjel-
man oletusasetuksia. ClustaW-ohjelmaa käytettiin EMBL-EBI:n (European molecular
biology laboratory - European bioinformatics institute) verkkosivuilla.
BLAST-ohjelmat perustuvat algoritmiin, jonka avulla verrataan haluttua DNA- tai
proteiinisekvenssiä tietokantoihin. Algoritmin avulla löydetään oletettavasti todellista
homologiaa sekvenssien välillä, jos sellaista on olemassa. BLAST-ohjelmat ilmoittavat
muun muassa sekvenssien samankaltaisuuden pisteinä (s), joka on suhteessa sekvens-
sien pituuteen, sekvenssien identtisyyden (id-%) ja mahdolliset linjauksessa muodostu-
neet välit (gap-%), sekä sen miten todennäköistä on, että kyseessä on sattumalta löydet-
ty samanlainen sekvenssi ilman homogiaa (E-arvo) – mitä pienempi E-arvo on, sitä var-
mempi on homologia. ClustalW-ohjelman avulla voidaan linjata DNA- ja proteiinisek-
venssejä, jolloin nähdään esimerkiksi homologiset alueet sekvenssissä ja tehtävältään
korvaavien aminohappojen tai nukleotidien paikat.
P. atrosepticum -bakteerin ja muutamien muiden patogeenisten bakteerien (liite 2:
taulukko 1) VgrG-proteiinien homologiaryhmät hahmoteltiin ClustalW-ohjelmalla, kä-
yttäen neighbor-joining-menetelmää (NJ) (Saitou & Nei 1987). Homologiaryhmittelyä
varten tutkittavien proteiinien sekvenssit linjattiin allekkain. Tähän tutkimukseen valit-
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tiin NJ-menetelmä, koska se sopii sekvenssien välisen evolutiivisen etäisyyden, eli ajas-
sa tapahtuneiden sekvenssin muutosten määrän, selvittämiseen. Ohjelma laskee algorit-
milla sekvenssien välisen evolutiivisen etäisyyden ja piirtää fylogeneettisen puun anne-
tuista sekvensseistä. Ryhmittelyyn vaikuttaa myös sekvenssien pituus, joten tämä me-
netelmä ei ole paras mahdollinen todellisen fylogeneettisen sukulaisuuden selvittämi-
seen, mutta se on toimiva menetelmä homologiaryhmien selvittämiseen.
2.2.2 VgrG-proteiinien rakenteen ja mahdollisen tehtävän mallintaminen
P. atrosepticum -bakteerin ja muiden sekvensoitujen kasvipatogeenisten bakteerien
(liite 2: taulukko 2) ennustettujen VgrG-proteiinien mahdollinen tehtävä pyrittiin selvit-
tämään Pukatzki ym. (2007) kuvailemalla menetelmällä. Lisäksi P. atrosepticum -bak-
teerin VgrG-proteiinien (alle 750 aa) tehtävä ennustettiin PSIPRED-ohjelmalla (position
specific iterative protein structure prediction server). V. cholerae El Tor N16961 -bak-
teerin VgrG-proteiineja käytettiin PSIPRED-ennusteen kontrollina.
Kaikkien kasvipatogeenisten bakteerien VgrG-proteiinien joukosta etsittiin sek-
venssiltään yli 750 aminohappoa (aa) pitkät VgrG-proteiinit. Löydettyjen VgrG-proteii-
nien sekvenssiä verrattiin kaikkiin proteiineihin nr-tietokannassa PSI-BLAST 2.2.17 -
ohjelmalla (position specific iterative BLAST) (Altschul ym. 1997, Altschul ym. 2005).
PSI-BLAST-ohjelmalla tehtiin niin monta iterointi, eli edellisen haun tuloksiin perustu-
vaa hakua, kunnes ei enää löydetty oletusasetusten mukaisen todennäköisen homologian
kynnysarvon ylittäviä sekvenssejä. PSI-BLAST-hauissa käytettiin oletusasetuksia. PSI-
BLAST-ohjelmaa käytettiin NCBI:n verkkosivuilla.
PSI-BLAST-haun jälkeen varmistettiin VgrG-proteiinien lisädomeenien tehtävä
PSIPRED-ohjelman laajennuksella mGenTHREADER (Jones 1999, McGuffin & Jones
2003), joka ennustaa aminohapposekvenssin sekundäärirakenteen ja etsii samankaltai-
sen tertiäärirakenteen PDB-tietokannasta (protein data bank). PDB-tietokantaan on tal-
lennettu kristallografialla selvitetyt proteiinirakenteet. PDB-tietokannan proteiinien teh-
tävä saatetaan tuntea. PSIPRED-ohjelmaa käytettiin UCL:n (University College of
London) bioinformatiikan ryhmän verkkosivuilla.
2.2.3 VI-tyypin eritysreitin geeniryppään kartoittaminen
P. atrosepticum -bakteerin VI-tyypin eritysreitin geeniryppään kartoittamiseksi käytet-
tiin BLASTP-haun mallina V. cholerae El Tor N16961 -bakteerin VAS-systeemin pro-
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teiinien sekvenssejä. Vertailun vuoksi haku kohdistettiin bakteereihin joiden mahdol-
lisen VI-tyypin eritysreitin geenirypäs on julkaistu. Vertailuun käytetyt bakteerit olivat
Agrobacterium tumefaciens C58, Aeromonas hydrophila ssp. hydrophila ATCC 7966T
ja P. aeruginosa PAO1 (Das & Chaudhuri 2003, Mougous ym. 2006, Seshadri ym.
2006). Lisäksi kartoitettiin kasvipatogeenisen P. s. pv. syringae B728a -bakteerin VI-
tyypin eritysreitin geenit. BLASTP-hauissa käytettiin oletusasetuksia. Lopuksi P.
atrosepticum -bakteerilta löytynyttä VI-tyypin eritysreitin geenirypästä verrattiin koko-
naisuudessaan BLASTN-ohjelmalla kaikkiin tunnettuihin geenisekvensseihin (nt-
tietokanta), jotta löydettäisiin homologisin geenirypäs muilta bakteereilta. Tietokanta-
haussa käytettiin oletusasetuksia.
2.3 Alukkeet
Tässä tutkimuksessa tarvittiin geenien tai komplementaarisen DNA:n (cDNA) monista-
miseen alukkeita. Alukepariin kuuluu forward-aluke ja reverse-aluke. Forward-aluke lu-
kee DNA-juosteen 5’-päästä alavirtaan. Reverse-aluke lukee DNA-juosteen 3’-päästä
ylävirtaan. Alukkeet suunniteltiin spesifeiksi kullekin geenille. Alukkeita suunniteltaes-
sa geeneille huomioitiin myös pseudogeeni (ECA3483). Huomiota kiinnitettiin myös a-
lukkeiden sulamislämpötilaan (Tm), jotta kaikkien vgrG-geenien monistaminen voitiin
tehdä samalla kertaa.
vgrG-geeneille ECA2104, ECA3427 ja ECA4142 suunniteltiin alukkeet reaaliai-
kaiseen PCR:ään PrimerExpress® -ohjelmalla (Applied Biosystems, Fostercity, CA,
USA) (taulukko 4). vgrG-geeneille ECA2867 ja ECA4276 alukkeet suunniteltiin manu-
aalisesti. Reaaliaikaisessa PCR:ssä käytettiin referenssigeeninä perusmetaboliaan liitty-
vää proC-geeniä (pyrroline-5-carboxylate reductase), jota on jo aiemmin käytetty refe-
renssigeeninä P. atrosepticum -bakteerilla (Mattinen ym. 2007, Takle ym. 2007). Muut
tutkimuksessa käytetyt PCR-alukkeet suunniteltiin IDT:n (Integrated DNA
Technologies) verkkosivuilla käytettävällä PrimerQuestSM -ohjelmalla. Alukkeet tilattiin
TAG Copenhagen A/S -yrityksestä (Kööpenhamina, Tanska).
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Taulukko 4. Tutkimuksessa käytetyt alukkeet.
Geeni Forward-aluke Reverse-aluke
Reaaliaikainen PCR
ECA2104 AGGACAGAGCCCCATTC CCATGCTTTTATGAATGG
ECA2867 TCCTGATAGCGACTGACAAG GATTTGCTGGCCGTTGATG
ECA3427 AGGAAATTGGCCGGAGTTTT GGTAATCTCTCCCCCACCGAT
ECA4142 TGATGCCGGGCAATACC GTCTGCCACACCGCG
ECA4276 TCCTAATTGCCACCAAAGGC CGATTTGCTGGCCATTTACC
proC AATGTCGCGGGCAAGCT TGAAAACGGGCGATGTTGA
Red-rekombinaasi-menetelmä
ECA2867 GTACACCGGTCGAAGCGTA- CTGGTACATGTTCACGTGTC-
ATCGTTCTGTTTCTTTACCC- CTTGTTGTTCTTGTTATTCAG-
GGGCTTGCTGTGTAGGCTG- TTCAGGTCGATGGGAATTAG-
GAGCTGCTTC CCATGGTCC
ECA3427 GCACAAGAATAATAAGGAG- CTGTCTCCTAAACTGGCAGC-
AAGGCGGATGGCAAACAGT- ACCTGGCATAGTTCCTCCTT-
ACAGGATTACAGGTGTAGG- AACGTCTGTCATGGGAATTA-
CTGGAGCTGCTTC GCCATGGTCC
ECA4276 TTCATCACGGGAAGCGAGG- AACCACCAGCGTGCCTTCGT-
GAATAAACGTGGCAAACAG- TCATCTGGTACATGTTCACG-
TACAGGATTACAGTGTAGG- TATCCTTGTTATGGGAATTA-
CTGGAGCTGCTTC GCCATGGTCC
cat-geenin paikan tarkastaminen
ECA2867 GATCTTCCGTCACAGGTAGG GTTGAAGGTCTCGATCACCG
ECA3427  GATCTTCCGTCACAGGTAGG CAGTCTTTCACTCCCGTCAC
ECA4276  GATCTTCCGTCACAGGTAGG CGAACACCAGTGGAAGAGTC
vgrG-geenien poistumisen tarkastaminen
ECA2867 CGTGAGAGTGATTTGGCGT GATTTGCTGGCCGTTGATG
ECA3427 TGTTCTTCAATCTCGCCACG GCCAGGCGCTTTAATAGTCA
ECA4276 CGAAAGCTACCAGCACTATGA CGATTTGCTGGCCATTTACC
Southern-hybridisaatio
cat AATCGTCGTGGTATTCACTCC CCCAATGGCATCGTAAA-
GAAC
vgrG TTGCCGGATGTCGATTTTG ATACTGTACGCAGTATT-
CGCG
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2.4 vgrG-geenien transkription mittaaminen
2.4.1 In vitro -näytteet
vgrG-geenien transkription mittaamista varten saatiin in vitro -näytteet ja kaksi kontrol-
linäytettä tohtorikoulutettava Laura Mattiselta. In vitro -näytteiden valmistelu on kuvat-
tu aiemmin (Mattinen ym. 2007). In vitro -näytteitä varten bakteereita oli kasvatettu 24
tuntia +15 °C:ssa Huynh:in minimialustalla (Huynh ym. 1989) ja minimialustalla johon
oli lisätty perunasta eristettyä mukulauutetta tai varsiuutetta. Kolmas kontrollinäyte teh-
tiin kuten Mattinen ym. (2007) tutkimuksessa. Pesäkkeestä yön yli kasvatettua 5 ml:n
bakteeriviljelmää laimennettiin 1:30, jonka jälkeen bakteereita kasvatettiin 6 tuntia LB-
alustalla, +28 °C:ssa, 200 rpm:n ravistelussa. Kontrolliksi valittiin LB-alustalla kasvate-
tut bakteerit, koska sen ei oleteta indusoivan mahdollisia virulenssigeenejä. Bakteerit ei-
vät pääsääntöisesti tuota tarpeettomia proteiineja säästääkseen energiaa. Ravinteikkaalla
alustalla bakteerit keskittyvät pääasiassa kasvuun.
2.4.2 In planta -näytteet
vgrG-geenien transkription mittaamista varten bakteereita kasvatettiin perunan muku-
loissa ja varsissa. Bakteerien kasvattamista varten mukuloiden ja varsien ympärille luo-
tiin perunaa stressaavat ja bakteerin kasvua suosivat kosteusolot ja happipitoisuus. Näin
varmistuttiin bakteeripopulaation kyvystä mädättää kasvisolukkoa. Näytteet kerättiin
kolmesta erillisestä kokeesta eli biologisesta toistosta.
Ennen bakteerien inokulaatiota mukuloihin, mukulat pestiin, kuivattiin ja asetet-
tiin märillä käsipyyhkeillä vuorattuun kannelliseen kasvatuslaatikkoon. Käsipyyhkeillä
nostettiin kasvatuslaatikon ilman suhteellista kosteutta. Inokulaatiokohtaan pistettiin
steriilillä siirrostuspiikillä reikä, johon inokuloitiin näkyvä määrä bakteeria steriilillä
puutikulla. Bakteereita kasvatettiin LB-agar-alustalla 2 vrk ennen inokulaatiota. Inoku-
laatiokohta peitettiin ensimmäisessä biologisessa toistossa valkovaseliinilla (Vitabalans
Oy, Hämeenlinna, Suomi) ja kahdessa muussa biologisessa toistossa parafilmillä
(Structure Probe inc./SPI Supplies, West Chester, PA, USA). Kasvatuslaatikko suljettiin
teipillä ja mukuloita inkuboitiin 24-96 tuntia huoneenlämmössä. Inokulaatiokohdan
peittäminen ja kasvatuslaatikon sulkeminen alensivat ilman happipitoisuutta. Näytteet
otettiin arvotuista mukuloista 24 tunnin välein. Näytteeseen otettiin mätää ja 1-2 mm
terveeltä näyttänyttä solukkoa. Yksi näyte koottiin kolmesta eri mukulasta. Heti näyt-
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teenoton jälkeen näytteet jäädytettiin nestetypessä ja säilytettiin -80 °C:ssa RNA:n
eristystä varten.
Varsien inokulaatiota varten varsia kasvatettiin 3-4 viikkoa kasvihuoneella. Bio-
logisiin toistoihin valittiin samassa kasvuvaiheessa olleita kasveja. Kasvit siirrettiin hu-
oneenlämpöön inokulaatiota varten. Inokulaatiokohta peitettiin parafilmillä. Varret ja
lehdet sumutettiin vesijohtovedellä ja peitettiin ruukkuun asti muovipussilla, joka teipat-
tiin kiinni. Jokaisessa biologisessa toistossa oli neljä kasvia, joista inokuloitiin useita
varsia. Varsia inkuboitiin kuten mukuloita. Näytteet otettiin ja säilytettiin kuten mukula-
näytteet.
2.4.3 RNA:n eristäminen in vitro -näytteistä
RNA:n eristäminen in vitro -näytteistä tehtiin kuten on aiemmin kuvattu (Mattinen ym.
2007). Bakteerisolut kerättiin kuusi tuntia vanhasta bakteeriviljelmästä sentrifugoimalla
näytettä 10 minuuttia, 10 000 kierroksella minuutissa (rpm), +4 °C:ssa (Sigma 3K30C,
roottori 19777-H, B. Braun Biotech International, Melsungen, Saksa). Bakteeripelletti
suspensoitiin uudelleen samaan tilavuuteen protoplastipuskuria, johon lisättiin bak-
teerien soluseinää hajottavaa lysotsyymientsyymiä (Sigma, St. Louis, MO, USA), jonka
lopullinen pitoisuus oli 0,4 mg/ml. Bakteerisuspensiota viilennettiin 15 minuuttia jäillä.
Protoplastit kerättiin sentrifugoimalla näytettä 5 minuuttia, 7000 rpm:llä, +4
°C:ssa. Protoplastit suspensoitiin uudelleen 0,9 ml:an gram-negatiivisten bakteerien so-
lujen hajotuspuskuria. Seokseen lisättiin 15 ?l:a DEPC:iä (dietyylipyrokarbonaatti)
(Sigma, St. Louis, MO, USA), joka estää RNA:ta ja DNA:ta hajottavien entsyymien toi-
minnan. Seosta inkuboitiin +37 °C:ssa kunnes protoplastit hajosivat, jolloin seos kirkas-
tui ja muuttui viskoosiksi.
Hajotettujen bakteerisolujen seosta viilennettiin jäillä 2 minuuttia, jonka jälkeen
siitä saostettiin muun muassa DNA ja proteiinit puolella tilavuudella saturoitunutta
NaCl:a. Seosta sekoitettiin varovasti. Seosta viilennettiin vielä 10 minuuttia jäillä. Jääh-
dytyksen jälkeen saostuma kerättiin pois sentrifugoimalla näytettä 10 minuuttia, 13 000
rpm:llä, +4 °C:ssa (Biofuge Pico, roottori 7500 3325, Heraceus Instruments, Hamau,
Saksa).
Supernatantti siirrettiin puhtaaseen Eppendorf-putkeen (Eppendorf AG, Hampuri,
Saksa). RNA:n saostamiseksi supernatanttiin lisättiin 1 ml etanolia (99,5 %) ja sitä pi-
dettiin yön yli -20 °C:ssa. Saostunut RNA kerättiin sentrifugoimalla näytettä 15 minuut-
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tia, 13 000 rpm:llä, +4 °C:ssa. RNA-pelletti pestiin 1 ml:ssa etanolia (70 %) sentrifugoi-
malla sitä 5 minuuttia, 7000 rpm:llä, +4 °C:ssa. RNA-pelletin annettiin ilmakuivaa
Eppendorf-putki ylösalaisin noin 15 minuuttia, jonka jälkeen RNA suspensoitiin 100
?l:lla steriiliä kaksoistislattua vettä (ddH2O).
RNA:n pitoisuus mitattiin 1:100 laimennoksesta mittaamalla UV-valon 260 ja 280
nm aallonpituuksien absorbanssit spektrofotometrillä (Agilent 8453, UV-visible
Spectrophotometer, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). RNA:n laatu var-
mistettiin 1 %:sella 1x TAE (Tris-asetaatti-puskuri) agaroosigeelielektroforeesilla
(GNA 200, Pharmacia Biotech, Uppsala, Ruotsi), ajamalla näytettä 0,5 tuntia, 5 V/cm.
RNA-näytteitä säilytettiin -80 °C:ssa.
2.4.4 RNA:n eristäminen in planta -näytteistä
In planta -näytteiden RNA eristettiin mukuloista ja varsista TRIzolin (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, USA) tyyppisellä uutolla (Caldo ym. 2004). In planta -nä-
ytteiden RNA eristettiin ~0,5 grammasta (2 ml) perunan solukkoa, joka homogenoitiin
huhmareessa nestetypessä.
Näytteeseen lisättiin 7 ml:a TRIzolin tyyppistä uuttoliuosta, joka hajottaa solut,
minkä jälkeen seosta sekoitettiin huolellisesti. Uuttoseosta inkuboitiin huoneenlämmös-
sä vähintään 5 minuuttia. Seokseen lisättiin 1,4 ml kloroformia, joka hajottaa lipidit. Se-
osta sekoitettiin voimakkaasti ravistellen 15 sekuntia. Seosta inkuboitiin 3-15 minuuttia
huoneenlämmössä. Hajonneesta solukosta erotettiin RNA sentrifugoimalla sitä 15 mi-
nuuttia, 10 000 rpm:llä, +4 °C:ssa (Sigma 3K30C, roottori 19777-H, B. Braun Biotech
International, Melsungen, Saksa). Sentrifugoinnin jälkeen yläfaasi siirrettiin uuteen
Sarstedt-putkeen (Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Saksa).
Yläfaasista saostettiin varsinäytteiden RNA lisäämällä näytteeseen 3,5 ml isopro-
panolia. Mukulanäytteistä RNA saostettiin myös 3,5 ml:lla isopropanolia, mutta seok-
seen lisättiin lisäksi 3,5 ml:a tärkkelystä liuottavaa 0,8 M:sta Na3-sitraatti/1,2 M:sta
NaCl -liuosta. Molempia seoksia inkuboitiin 10 minuuttia huoneenlämmössä. Inkuboin-
nin jälkeen RNA kerättiin sentrifugoimalla näytettä 10 minuuttia, 10 000 rpm:llä, +4
°C:ssa. RNA-pelletti pestiin 7 ml:ssa etanolia (75 %) sentrifugoimalla sitä 5 minuuttia,
7500 rpm:llä, +4 °C:ssa. RNA-pelletin annettiin ilmakuivaa noin 15 minuuttia Sarstedt-
putki käännettynä ylösalaisin. RNA suspensoitiin 100-500 ?l:an ddH2O:ta. Suspensoin-
nin jälkeen näytettä lämmitettiin vielä RNA-saostumien liuottamiseksi 10 minuuttia
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+55-60 °C:ssa. RNA:n pitoisuus ja laatu mitattiin samoin kuin in vitro -näytteiden
RNA:n. Näytteitä säilytettiin kuten in vitro -näytteiden RNA:ta.
Mukulanäytteistä eristetty RNA puhdistettiin huonon laadun vuoksi vielä LiCl-sa-
ostuksella. RNA saostettiin lisäämällä näytteeseen puolitilavuutta 8 M:sta LiCl:a ja pitä-
mällä sitä -20 °C:ssa yön yli. LiCl-saostuksen jälkeen RNA kerättiin sentrifugoimalla
näytettä 30 minuuttia, 13 000 rpm:llä, +4 °C:ssa (Biofuge Pico, roottori 7500 3325,
Heraceus Instruments, Hamau, Saksa). RNA-pelletti pestiin viisinkertaisella tilavuudel-
la etanolia (75 %), sentrifugoimalla pellettiä 5 minuuttia, 13 000 rpm:llä, +4 °C:ssa.
RNA-pelletti suspensoitiin pienempään tilavuuteen ddH2O:ta. RNA:n pitoisuus ja laatu
mitattiin.
2.4.5 RNA:n käänteiskopioiminen cDNA:ksi
RNA:n käänteiskopioiminen tarkoittaa RNA:n kääntämistä cDNA:ksi. Yhtä reaaliaikai-
sen PCR:n reaktiota varten käänteiskopiotiin 1 ?g RNA:ta. Seuraavassa RNA-näyte
vastaa yhtä reaaliaikaisen PCR:n reaktiota. Ennen käänteiskopiointia RNA käsiteltiin
valmistajan ohjeiden mukaan RQ RNase-free -DNaasilla (Promega, Madison, WI,
USA), joka tuhoaa näytteessä mahdollisesti olevan DNA:n. DNaasi-käsittelyn jälkeen
reaktioseokseen lisättiin 200 ng:a satunnaisia heksameerejä RNA-näytettä kohden
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA). Seosta inkuboitiin 10 minuuttia +70
°C:ssa, jonka jälkeen se jäähdytettiin nopeasti jäillä.
Käänteiskopioinnissa RNA-näytteeseen lisättiin reagensseja seuraaviin pitoisuuk-
siin asti: 1x reaktiopuskuria (5x M-MLV Reverse Transcriptase Buffer, Promega,
Madison, WI, USA), 10 mM DTT:tä (dithiothreitol) (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
Ca, USA), joka on voimakas pelkistin, estäen DNA:n dimeerien muodostumisen, 0,5
mM nukleotidejä deoksinukleotidi-trifosfaatteina (dNTP) (dNTPs, Fermentas, Ontario,
Kanada). Käänteiskopiointiseos sekoitettiin huolellisesti. Reaktioseokseen lisättiin lo-
puksi 400 U:a käänteiskopiointientsyymiä (M-MLV Reverse Transcriptase, Promega,
Madison, WI, USA) RNA-näytettä kohden. Käänteiskopiointiseosta inkuboitiin 1 tunti
+37 °C:ssa. Käänteiskopiointireaktio pysäytettiin lämmittämällä reaktioseosta 10 mi-
nuuttia +70 °C:ssa. Näyte jäähdytettiin nopeasti jäillä ja laimennettiin lisäämällä siihen
80 ?l:a ddH2O:ta. cDNA-näytteitä säilytettiin -20 °C:ssa.
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2.4.6 Reaaliaikainen PCR
Reaaliaikaisella PCR:llä (ABI PRISM® 7700 Sequence Detection System, Applied
Biosystems, Fostercity, CA, USA) mitattiin vgrG-geenien mRNA:sta käännetyn
cDNA:n määrä näytteessä. Reaaliaikaisella PCR:llä voidaan mitata cDNA:n/DNA:n
määrää erilaisten fluoresoivien väriaineiden avulla. Laite havaitsee fluoresenssin asete-
tun kynnysarvon kohdalla ja ilmoittaa tulokset kynnysarvon saavuttamiseen tarvittujen
lämpötilakierrosten määränä (Ct-arvo, cycle threshold). Reaaliaikaisella PCR:llä voi-
daan mitata cDNA:n/DNA:n absoluuttista määrää tai suhteellisia osuuksia eri näytteiden
välillä. Tässä tutkimuksessa oltiin kiinnostuneita vgrG-geenien tuotteiden suhteellisista
osuuksista kontrollin ja näytteiden välillä.
vgrG-geenien mRNA:n (cDNA:n) suhteellinen määrä laskettiin 2???Ct-menetel-
mällä (ABI 2001). Näytteiden Ct-arvot normalisoitiin ensin vähentämällä niistä vastaa-
vien referenssigeenien Ct-arvot (?Ct). Normalisoidut arvot suhteutettiin kontrolliin ja-
kamalla näytteen ?Ct-arvo kontrollin vastaavalla (??Ct). Saaduista ??Ct-arvoista las-
kettiin lopuksi fold change -arvo = 2???Ct, joka kertoo miten monta kertaa enemmän tut-
kittavan geenin mRNA:ta on näytteessä verrattuna kontrolliin. Kolmen biologisen tois-
ton tulokset yhdistettiin laskemalla ??Ct-arvojen keskiarvo, joka muutettiin fold change
-arvoksi. Keskiarvon fold change -arvolle määritettiin vaihteluväli vähentämällä siitä
fold change -arvoksi muunnetun ??Ct-arvojen minimiarvo ja lisäämällä siihen vastaava
maksimiarvo. Fold change -arvolle ei voi laskea keskihajontaa, koska menetelmä olettaa
monistettavan cDNA:n kaksinkertaistuvan jokaisen lämpötilakierroksen aikana, vaikka
näin ei käytännössä aina ole.
Reaaliaikaista PCR:ää varten suunniteltiin spesifit alukkeet viidelle vgrG-geenille,
joiden ennustetaan koodaavan proteiinia. Reaaliaikaisessa PCR:ssä käytettiin referenssi-
geeninä perusmetaboliageeniä proC, joka transkriptoituu melko tasaisesti kasvatusolois-
ta riippumatta. Reaaliaikaisessa PCR:ssä käytettiin laitteen valmisohjelmaa ja
DyNAmo™ HS SYBR® Green qPCR -valmispakkausta (Finnzymes, Espoo, Suomi)
(taulukko 5). Valmispakkauksessa oli väriaineena SYBRgreen ja passiivisena refe-
renssivärinä ROX. SYBRgreen sitoutuu kaksijuosteiseen DNA:han, jolloin se fluoresoi.
Reaaliaikaisen PCR:n laite pystyy mittaamaan fluoresenssin sen ollessa riittävän voima-
kasta. Fluoresenssin voimakkuus on suhteessa monistettavan cDNA:n/DNA:n määrään.
Passiivisen väriaineen avulla tarkkailtiin fluoresoivan väriaineen mitatun fluoresenssin
luotettavuutta.
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Taulukko 5. Reaaliaikainen PCR vgrG-geenien transkription mittaamiseen. Viimeisessä eli 4.
vaiheessa mitattiin tuotteen sulamislämpötila.
Reaktioseos Ohjelma
10x Master Mix 1x 1. vaihe +50 °C 2 min
50x ROX 1x 2. vaihe +95 °C 10 min
Forward-aluke 0,2 ?M 3. vaihe x40 +95 °C 15 s
Reverse-aluke 0,2 ?M +60 °C 1 min
cDNA 1:5 4. vaihe +95 °C 15 s
ddH2O 25 ?l:an asti +60 °C 20 s
+95 °C 15 s
vgrG-geenien transkription mittauksen yksi biologinen toisto ajettiin kahdella tai kol-
mella 96-kuoppalevyllä (Applied Biosystems, Fostercity, CA, USA). Jokaisesta näyt-
teestä tehtiin kolme teknistä kerrannetta yhdelle kuoppalevylle. Alukkeiden mahdollisen
epäspesifin sitoutumisen tarkkailemiseksi mitattiin tuotteen sulamislämpötila, josta piir-
retyn käyrän avulla nähtiin onko monistunut yhtä vai useampaa tuotetta, ja mitattiin a-
lukkeiden Ct-arvo vesikontrollista, jossa näytteen tilalla oli vettä. Reaaliaikaisen PCR:n
tulosten luotettavuuden varmistamiseksi osa näytteistä lähetettiin sekvensoitavaksi
Haartman instituutin sekvensointipalveluun (Helsinki, Suomi). Sekvensointiin lähetet-
tiin ensimmäisen toiston ECA3427-geenin tuote, joka oli mukulauutteessa kasvatetuista
bakteereista otetusta näytteestä, ja toisesta toistosta ECA2867-geenin, ECA3427-geenin
ja ECA4276-geenin tuote, jotka olivat 96 tuntia inokulaation jälkeen varressa kasvate-
tuista bakteereista otetusta näytteestä.
2.5 vgrG-geenien tehtävän tutkiminen deleetiomutageneesin avulla
Tässä tutkimuksessa optimoitiin Red-rekombinaasi-menetelmä (Datsenko & Wanner
2000) P. atrosepticum -bakteerille ja Soveltavan biologian laitoksen laboratorioon sopi-
vaksi. Seuraavassa kuvataan virulenssikokeissa käytettyjen mutanttien (P. atrosepticum
?2867, P. atrosepticum??3427 ja P. atrosepticum??4276) rakentaminen Red-rekombi-
naasi-menetelmällä. Tulosten tarkastelussa käsitellään lyhyesti käytetyn toimivan mene-
telmän optimointiprosessia.
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2.5.1 Red-systeemiä koodaavan avustajaplasmidin elektroporaatio
vgrG-geenien deleetiota varten tarvittiin bakteerisoluihin Red-rekombinaasia ilmentävä
avustajaplasmidi (pKD46). Red-rekombinaasi-menetelmällä liitettiin antibioottiresis-
tenssigeeni vgrG-geenin paikalle. Avustajaplasmidi transformoitiin bakteerisoluihin e-
lektroporaatiolla.
Elektroporaatioon kompetenttien bakteerisolujen kasvattamista varten kasvatettiin
bakteeripesäkkeestä yön yli 5 ml:n alkuviljelmä. Kompetentit bakteerisolut pystyvät
vastaanottamaan vierasta DNA:ta ja ne lähtevät uudelleen kasvuun sähköshokin jälkeen.
Alkuviljelmä laimennettiin 1:25, jonka jälkeen bakteereita kasvatettiin eksponentiaali-
sen kasvun vaiheeseen, jota vastaa OD600-arvo ~0,5. OD600-arvo mitattiin spektrofoto-
metrillä. Eksponentiaalisen kasvun saavuttanutta bakteeriviljelmää jäähdytettiin jäillä
10-30 minuuttia. Aika riippuu kasvuston tilavuudesta. Jäähdytyksen jälkeen kaikki työ-
vaiheet tehtiin jäillä ja jäähdytetyillä työvälineillä.
Bakteerisolut kerättiin sentrifugoimalla bakteeriviljelmää 10 minuuttia, 4000
rpm:llä, +2 °C:ssa (Eppendorf Centrifuge 5810 R, roottori A-4-62, Eppendorf AG,
Hampuri, Saksa). Bakteerisolut suspensoitiin samaan tilavuuteen jääkylmällä steriilillä
ddH2O:lla ja pestiin sentrifugoimalla kuten edellä. Solut pestiin vielä neljännestilavuu-
della ddH2O:ta ja 1 ml:lla jääkylmää steriiliä glyserolia (10 %) (Riedel-de Haën, Seelze,
Saksa). Supernatantti poistettiin huolellisesti jokaisessa pesussa. Lopuksi bakteerisolut
suspensoitiin varovasti noin kolminkertaiseen tilavuuteen jääkylmällä glyserolilla (10
%).
Elektroporaatioon käytettiin 25 ?l:a kompetentteja bakteerisoluja ja 1-2 ?l:a (<0,5
ng/?l) avustajaplasmidia. Avustajaplasmidi elektroporoitiin bakteerisoluihin elektropo-
raatiokyvetissä, jonka elektrodien väli oli 0,2 cm (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA), 2,5 kV:n jännitteellä, 25 µF:n kapasitanssilla ja 200 ?:n vastuksella (Gene
PulserTM, Capacitance Extender ja Pulse Controller, Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA). Heti elektroporaation jälkeen lisättiin 1 ml SOC:ia (super optimal broth, jos-
sa glukoosia) (Hanahan ym. 1983), jonka jälkeen bakteerisolut siirrettiin Eppendorf-put-
keen toipumaan. Elektroporoitujen bakteerisolujen annettiin toipua tunnin verran 200
rpm:n ravistelussa, +28 °C:ssa.
Toipuneista bakteerisoluista maljattiin aluksi 100 ?l:a, jäljelle jääneet bakteeriso-
lut pelletoitiin sentrifugoimalla niitä 3 minuuttia, 6000 rpm:llä (Biofuge Pico, roottori
#3324, Kendro Laboratory Products, Hanau, Saksa). Pelletoidut solut suspensoitiin 90
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?l:an SOC:ia ja maljattiin. Bakteerit maljattiin ampisilliini-maljoille ja niitä kasvatettiin
alle vuorokausi.
2.5.2 vgrG-geenin korvaavan DNA-fragmentin monistaminen
Deleetiomutaatiota varten monistettiin templaattiplasmidista (pKD3) antibioottiresis-
tenssigeenin sisältävä DNA-fragmentti PCR:llä (Eppendorf Mastercycler gradient,
Eppendorf AG, Hampuri, Saksa). DNA-fragmenttia varten suunniteltiin alukkeet, joiden
3’-päässä oli 48-50 nt pitkä homologinen jakso poistettavan vgrG-geenin viereisille
geeneille ja 5’-päässä oli 20 nt priming site -alue, joka on homologinen vastaavalle alu-
eelle templaattiplasmidissa. PCR:ään käytettiin Phusion™ High-Fidelity PCR -valmis-
pakettia (Finnzymes, Espoo, Suomi) ja monivaiheista ohjelmaa. Käytetyn ohjelman en-
simmäisten kuuden lämpötilakierroksen aikana alukkeiden kiinnittymisvaiheen lämpö-
tila oli optimaalinen priming site -alueille ja loppujen lämpötilakierrosten alukkeiden
kiinnittymisvaiheen lämpötila oli optimaalinen ~70 nt:n alukkeille (taulukko 6).
Taulukko 6. Cat-geenin monistaminen PCR:llä templaattiplasmidista.
Reaktioseos Ohjelma
5x HF-puskuri 1x 1. vaihe +98 °C 3 min
MgCl2 2 mM 2. vaihe x6 +98 °C 45 s
dNTP 0,2 ?M +50 °C 1 min
Forward-aluke 0,5 ?M +72 °C 2 min
Reverse-aluke 0,5 ?M 3. vaihe x30 +98 °C 45 s
Phusion-polymeraasi 1 U +57 °C 1 min
Templaattiplasmidi (~10 ng/?l) 1 ?l +72 °C 2 min
ddH2O 50 ?l:an asti 4. vaihe +72 °C 10 min
DNA-fragmentti puhdistettiin agaroosigeelieristyksellä. DNA-fragmentti erotettiin
PCR-reaktioseoksesta ajamalla sitä agaroosigeelielektroforeesilla 1 tunti, 4 V/cm (GNA
100, Pharmacia Biotech, Uppsala, Ruotsi). DNA leikattiin geelistä UV-valolampun (320
nm) alla nopeasti, jotta DNA säilyisi mahdollisimman ehjänä. DNA-fragmentti puhdis-
tettiin agaroosista valmispakkauksella, valmistajan ohjeiden mukaan (E. Z. N. A.TM Gel
Extraction Kit D2500-02, Omega Bio-Tek, Norcross, GA, USA). Puhdistuksen jälkeen
DNA-fragmentti liuotettiin puhdistuskolumnista Eppendorf-putkeen 50 ?l:lla +55-60
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°C:sta steriiliä ddH2O:ta. Liuotus toistettiin kerran. Liuotukseen käytettiin lämmintä vet-
tä ja se toistettiin, jotta DNA:n saanto parantuisi. DNA:n pitoisuus arvioitiin agaroosi-
geelielektroforeesilla vertaamalla näytteen DNA:n määrää DNA-kokostandardiin
(GeneRulerTM DNA Ladder Mix, Fermentas, Ontario, Kanada). DNA-fragmentti säily-
tettiin +4 °C:ssa ja se käytettiin elektroporaatioon seuraavana päivänä.
2.5.3 DNA-fragmentin elektroporaatio
DNA-fragmentin elektroporaatiota varten kasvatettiin avustajaplasmidia kantavasta alle
vuorokauden vanhasta bakteeripesäkkeestä 5 ml:n alkuviljelmä yön yli. Alkuviljelmä
laimennettiin 1:50, jonka jälkeen viljelmään lisättiin L-arabinoosia (Fluka, Buchs, SG,
Sveitsi) 0,1 M pitoisuuteen asti. Viljelmää kasvatettiin OD600-arvoon ~0,5. Bakteeriso-
lut pestiin ja elektroporoitiin. Elektroporaatioon käytettiin ~100 ng:a DNA-fragmenttia.
Elektroporoitujen solujen annettiin toipua Eppendorf-putkessa 3,5 tuntia, 200 rpm:n ra-
vistelussa, +28 °C:ssa.
Toipumisen jälkeen puolet elektroporoiduista bakteerisoluista kerättiin sentrifu-
goimalla ne pelletiksi. Pelletoidut bakteerisolut suspensoitiin 90 ?l:an SOC:ia ja mal-
jattiin kloramfenikoli-maljalle (12,5 ?g/ml). Jäljelle jääneisiin soluihin lisättiin 500 ?l:a
SOC:ia, jotta melko tiheällä bakteeripopulaatiolla olisi paremmat kasvumahdollisuudet.
Bakteerisolujen annettiin toipua vielä yön yli huoneenlämmössä, jonka jälkeen solut
pelletoitiin ja maljattiin. Maljattuja bakteereita kasvatettiin 1-2 vuorokautta.
Mutaation oikean rakenteen tarkastamiseen valitut pesäkkeet (10-30 pesäkettä
jokaisesta kannasta) siirrostettiin antibioottimaljalle, jossa oli korkeampi kloramfeniko-
li-antibiootin pitoisuus (25 ?g/ml). Bakteereita kasvatettiin yön yli, jonka jälkeen mu-
taation oikea rakenne tarkastettiin.
2.5.4 Mutaation rakenteen tarkastaminen PCR:llä
Mutaation oikean rakenteen tarkastaminen tehtiin ensin pesäke-PCR:llä, jossa steriilillä
pipetin kärjellä suspensoitiin bakteerisoluja maljalta suoraan PCR:n reaktioseokseen.
Mutaation rakenne tarkastettiin kahdella PCR-reaktiolla, joista toinen tehtiin DNA-in-
sertin oikean paikan tunnistavilla alukkeilla ja toinen poistetun vgrG-geenin tunnistavil-
la alukkeilla. Villityypin kantaa käytettiin positiivisena kontrollina vgrG-geeneille ja ne-
gatiivisena kontrollina mutanteille. Alukkeille tehtiin myös vesikontrolli, alukkeiden
mahdollisen keskinäisen sitoutumisen tarkastamiseksi. PCR:ssä käytettiin Taq-polyme-
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raasia (Promega, Madison, WI, U.S.A) ja entsyymin valmistajan suosittelemaa tavan-
omaista ohjelmaa, jossa alukkeiden sitoutumisvaiheen lämpötila sovitettiin käytetyille
alukkeille (taulukko 7). PCR-tuotteen koko tarkastettiin agaroosigeelielektroforeesilla.
Taulukko 7. PCR deleetiomutaatioiden rakenteen tarkastamiseksi.
Reaktioseos Ohjelma
10x Puskuri 1x 1. vaihe +95 °C 5 min
MgCl2 1 mM 2. vaihe x35 +95 °C 1 min
dNTP 0,5 mM +53 °C 1 min
Forward-aluke 0,1 ?M +72 °C 2 min
Reverse-aluke 0,1 ?M 3. vaihe +72 °C 10 min
Taq-polymeraasi 5 U
Templaatti soluja suoraan maljalta
ddH2O 50 ?l:an asti
2.5.5 Rakenteen tarkastaminen Southern-hybridisaatiolla
vgrG-geenin poistuminen ja DNA-insertin oikea paikka varmistettiin PCR-tarkastukses-
sa positiivisille kannoille vielä perinteisellä Southern-hybridisaatiolla (Southern 1975).
Tuloksista nähtiin, että mutantista oli poistunut haluttu vgrG-geeni, ja että tallella olivat
muut viisi vgrG-geeniä sekä se, että genomissa oli vain yksi kloramfenikoli-antibiootin
resistenssigeeni (cat, kloramfenikoli-asetyylitransferaasi). Southern-hybridisaatiossa
agaroosigeeliltä siirretään eli blotataan DNA kapillaarisen diffuusion avulla positiivises-
ti varautuneelle membraanille, johon DNA sidotaan kovalenttisesti kiinni UV-valon a-
vulla. Membraanille sitoutunut DNA denaturoidaan, jotta siihen saadaan hybridisoitu-
maan eli sitoutumaan koetin, jolla etsitään haluttu DNA-jakso esimerkiksi kromoso-
maalisesta DNA:sta. Koetin leimataan esimerkiksi radioaktiivisilla nukleotideillä tai
DIG-nukleotideillä (digoxigen) havaitsemista varten.
vgrG-geenit ja cat-geeni erotettiin Southern-hybridisaatiossa toisistaan pilkkomal-
la ne ensin entsymaattisesti erikokoisiin DNA-fragmentteihin, joiden kokoero oli vähin-
tään 500 nt:a. Geenien havaitsemiseen käytettiin koettimen DIG-leimausta. Koettimia
varten suunniteltiin yksi kaikki kuusi vgrG-geeniä tunnistava alukepari ja yksi cat-gee-
nin tunnistava alukepari. vgrG-geenien koetin suunniteltiin sitoutumaan 79-100 %:sti
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kaikkiin kuuteen vgrG-geeniin. Koettimet monistettiin PCR:llä käyttäen Phusion™
High-Fidelity PCR -valmispakettia. Reaktioseokseen lisättiin dNTP:n lisäksi DIG-lei-
mattua urasiili-nukleotidia deoksiuridiini-trifosfaattina (dUTP) (Digoxigenin-11-dUTP,
alkali-labile, Roche Diagnostics, Mannheim, Saksa) (taulukko 8).
Taulukko 8. Southern-hybridisaation koettimien PCR.
Reaktioseos Ohjelma
5x HF-puskuri 1x 1. vaihe +98 °C 1 min
MgCl2 2 mM 2. vaihe x35 +98 °C 30 s
dNTP 200 ?M +52 °C 45 s
DIG-11-dUTP 70 ?M +72 °C 1 min
Forward-aluke 0,5 ?M 3. vaihe +72 °C 10 min
Reverse-aluke 0,5 ?M
Phusion-polymeraasi 1 U
Templaatti 1 ?l
ddH2O 50 ?l:an asti
Koettimet eristettiin reaktioseoksesta geelieristyksellä. Käytetyt koettimet olivat ~300
nt:a pitkät ja niiden rakenne tarkastettiin sekvensoinnilla. Juuri ennen hybridisaatiota
koettimet denaturoitiin lämmittämällä niitä 5 minuuttia 100 °C:ssa ja jäähdyttämällä ne
nopeasti jäillä. Koettimen kaksoisjuoste katkaistiin, jotta koetin pystyisi sitoutumaan de-
naturoituun kromosomaaliseen DNA:han hybridisaatiovaiheessa.
Villityypin bakteerin ja mutanttikantojen (P. atrosepticum??2867, P. atrosepticum
?3427 ja P. atrosepticum? ?4276) kromosomaalinen DNA eristettiin fenoliuutolla
(Sambrook ym. 1989). Kromosomaalisen DNA:n eristämistä varten kasvatettiin pesäk-
keestä yön yli 5 ml:n bakteeriviljelmä. Bakteerisolut kerättiin sentrifugoimalla bakteeri-
viljelmää 10 minuuttia, 10 000 rpm:llä (Biofuge Pico, roottori #3324, Heraceus
Instruments, Hamau, Saksa). Kerätyt bakteerisolut suspensoitiin 1,8 ml:an TE-puskuria
(Tris-EDTA), jonka jälkeen suspensioon lisättiin 600 ?l TE-puskuria, jossa oli 5 %:a
SDS:ää  (sodium  lauryl  sulfate)  (ICN  Bromedicals  Inc.  Aurora,  OH,  USA)  ja  20  mM
EDTA:a (ethylenediamine tetraacetic acid) (Merck, Darmstadt, Saksa), ja 600 ?l
proteinaasi-K:ta (1 mg/ml) (Fermentas, Ontario, Kanada). Seosta inkuboitiin +37 °C:ssa
kunnes bakteerisolut hajosivat ja seos kirkastui. Seokseen lisättiin sama tilavuus fenolia,
jonka pH oli 7,4 (Sigma, St. Louis, MO, USA). Seosta sekoitettiin voimakkaasti, jonka
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jälkeen faasit eroteltiin sentrifugoimalla seosta 15 minuuttia, 10 000 rpm:llä (Sigma
3K30C, root-tori 19777-H, B. Braun Biotech International, Melsungen, Saksa). Yläfaasi
siirrettiin uuteen Sarstedt-putkeen, johon lisättiin sama tilavuus eetteriä, joka liuottaa li-
pidit. DNA erotettiin solun jäämistä sentrifugoimalla näytettä 15 minuuttia, 10 000
rpm:llä. Alafaasi kerättiin talteen ja siitä saostettiin DNA 1/10 tilavuudella 3 M NaCl:lla
ja kahdella tilavuudella etanolia (99,5 %). Sarstedt-putkea käänneltiin varovasti kunnes
DNA saostui. DNA-saostuma poimittiin Eppendorf-putkeen ja pestiin 1 ml:ssa etanolia
(70 %) sentrifugoimalla sitä 1 minuutti, 7500 rpm:llä (Biofuge Pico, roottori #3324,
Heraceus Instruments, Hamau, Saksa). DNA-pelletti ilmakuivattiin nopeasti ja suspen-
soitiin 250 ?l:an TE-puskuria. Kromosomaalista DNA:ta säilytettiin korkeintaan kaksi
vuorokautta +4 °C:ssa. Pidempään säilytetty kromosomaalinen DNA pidettiin -20
°C:ssa.
Blottaukseen tarvittavaa agaroosigeeliajoa varten kromosomaalinen DNA pilkot-
tiin pienempiin fragmentteihin, jotta ne kulkeutuvat agaroosigeelillä ja halutut kohdat
pystytään tunnistamaan koon perusteella. Kromosomaalisen DNA:n pilkkomista varten
suunniteltiin pilkkomiskohdat NEBcutter V2.0 -ohjelmalla (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA), jota käytettiin NEB:in (New Englan Biolabs) verkkosivuilla.
Kromosomaalinen DNA pilkottiin valmistajan ohjeiden mukaan EcoRV-entsyymillä
(New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). Pilkkomisen jälkeen tarkastettiin DNA:n
pilkkoutuminen ja saanto erottelemalla DNA-fragmentit toisistaan ajamalla DNA:ta
agaroosigeelielektroforeesilla 3 tuntia, 3,5 V/cm. Samalla arvioitiin DNA:n kulkeutu-
misaika blottausgeeliä varten.
Blottausgeeliin käytettiin 10 ?l:a pilkottua kromosomaalista DNA:ta.  Kromoso-
maalinen DNA ajettiin koon mukaisiin fragmentteihin agaroosigeelielektroforeesilla 4,5
tunnissa, 3,5 V/cm virralla. Agaroosigeeliä pestiin kaksi kertaa 15 minuutin ajan DNA:n
denaturoivalla DENA-liuoksella, jonka jälkeen agaroosigeelin pH neutralisoitiin pese-
mällä sitä kaksi kertaa 15 minuutin ajan RENA-liuoksella. Pesut tehtiin sopivan kokoi-
sessa astiassa, jossa agaroosigeeli kellui pesuliuoksessa. Agaroosigeeli pidettiin liik-
keessä nesteessä heiluttamalla astiaa kevyesti tasoravistelijalla (Belly Dancer®, Stovall,
Greensboro, NC, USA). Pesty agaroosigeeli siirrettiin varovasti 3 mm paksuisen
Whatman-paperin (Whatman, Maidstone, Kent, UK) päälle elektroforeesikelkkaan, joka
oli blottauskammiossa eli sopivan kokoisessa muoviastiassa. Blottauskammioon kaadet-
tiin kymmenkertaista SSC-puskuriliuosta (sodium chloride-sodium citrate). Agaroosi-
geelin päälle laitettiin DNA:ta sitova positiivisesti varautunut nylonmembraani
46
(Hybond-N+, Amersham Pharmacia Biotech, UK). Membraanin päälle laitettiin kolme 3
mm:n Whatman-paperia, noin 10 cm:n kerros käsipaperia ja muovinen levy sekä noin
500 gramman paino, tässä järjestyksessä. DNA blotattiin yön aikana geeliltä membraa-
nille. Blottauksen jälkeen membraani altistettiin UV-valolle minuutiksi molemmin
puolin.
Koettimen hybridisaatioita varten membraani esihybridisoitiin 25 ml:lla DIG-hyb-
ridisaatioliuosta (DIG Easy Hyb ready-to-use hybridization solution, Roche
Diagnostics, Mannheim, Saksa). Membraani siirrettiin varovasti lasiseen hybridisaatio-
putkeen (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) niin, että membraaniin
sitoutunut DNA pääsi kosketuksiin putkeen lisätyn DIG-hybridisaatioliuoksen kanssa.
Esihybridisaatio tehtiin pyörittämällä hybridisaatioputkea hybridisaatiouunissa
(Hybridization oven/shaker RPN2510/2511, Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK) 1-2 tuntia, +42 °C:ssa. Esihybridisaation jälkeen hybridisaatio-
putkeen lisättiin 5 ?l denaturoitua koetinta, jota hybridisoitiin membraaniin hybridisaa-
tiouunissa yön yli, +42 °C:ssa. Hybridisoitua membraania pestiin, koettimen epäspesifin
sitoutumisen estämiseksi, kaksi kertaa 15 minuutin ajan kaksinkertaisella SSC:llä, jossa
oli 0,1 %:a SDS:ää, ja kaksi kertaa 15 minuutin ajan puolikertaisella SSC:llä, jossa oli
0,1 %:a SDS:ää. Pesut tehtiin hybridisaatiouunissa, +42 C:ssa. Hybridisaation jälkeen
membraania pidettiin tunnin ajan blokkauspuskurissa (Blocking reagent, Roche
Diagnostics, Mannheim, Saksa), joka vähentää taustan kemiluminesenssia peittämällä
membraanin kohdat, joihin koettimet eivät ole sitoutuneet. Käsittely tehtiin huoneen-
lämpöisessä hybridisaatiouunissa. Blokkauspuskuriin laimennettiin DIG-vasta-ainetta
1:10 000:teen (Anti-DIG-AP conjugate, Fab fragments, Roche Diagnostics, Mannheim,
Saksa). Vasta-ainetta kiinnitettiin digoxigeniin puolituntia hybridisaatiouunissa. DIG-
vasta-aine-käsittelyn jälkeen membraania pestiin kaksi kertaa 15 minuutin ajan DIG-pe-
supuskurilla, joka poistaa ylimääräisen vasta-aineen. Pesun jälkeen membraani valmis-
teltiin koettimien havaitsemiseen huuhtelemalla sitä muutaman minuutin ajan havaitse-
mispuskurilla, joka nostaa membraanin pH:n.
DNA:n havaitsemista varten membraanille levitettiin ~500 ?l:a CDP-star ready-
to-use -liuosta (Roche Diagnostics, Mannheim, Saksa), jossa on substraatti kemilumine-
senssiin. CDP-star (Disodium 2-chloro-5- (4-methoxyspiro {1,2-dioxetane-3,2'- (5'-
chloro) tricyclo [3.3.1.13,7] decan}-4-yl) phenyl phosphate) sitoutuu DIG-vasta-ainee-
seen. CDP-star-käsittelyn jälkeen membraani suljettiin muovikalvojen sisään. CDP-star
levitettiin tasaisesti koko membraanin alueelle painelemalla muovitaskua kevyesti. Ke-
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miluminesenssia hohtava DNA kuvattiin membraanilta röntgenfilmille (Lumi-film
Chemiluminescent Detection film, Roche Diagnostics, Mannheim, Saksa) valottamalla
filmiä puolesta tunnista kahteen tuntiin Kodak X-Omatic cassette -kansiossa (Eastman
Kodak Company, Rochester, NY, USA). Röntgenfilmi kehitettiin Kodak X-OMAT
1000 processor -laitteella (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA).
2.5.6 Virulenssikoe
vgrG-geenien vaikutus P. atrosepticum -bakteerin virulenssiin testattiin vertaamalla vil-
lityypin ja mutanttikantojen mädätyskykyä perunan mukuloissa. Virulenssikoe toistet-
tiin kolme kertaa. Yhdessä kokeessa oli 12 kerrannetta jokaista kantaa kohden. Perunat,
bakteerit ja kasvatusolot valmisteltiin samoin kuin mRNA:n suhteellisen määrän mittaa-
mista varten kasvatettujen in planta -näytteiden kohdalla tehtiin. Poikkeuksena se, että
virulenssikokeessa inokuloitiin villityypin bakteeria ja yhtä kolmesta mutanttikannasta
(P. atrosepticum??2867, P. atrosepticum??3427 ja P. atrosepticum??4276) samaan mu-
kulaan. Villityypin kanta ja mutanttikanta inokuloitiin mukulan vastakkaisiin päihin.
Negatiivisena kontrollina käytettiin mukulaa, joka käsiteltiin samoin, mutta siihen ei lai-
tettu bakteeria. Inokulaatiokohta peitettiin valkovaseliinilla. Kasvatuslaatikko teipattiin
kiinni ja mukuloita inkuboitiin huoneenlämmössä 4 vrk. Inkuboinnin jälkeen bakteerien
mädättämä solukko punnittiin.
2.6 Tilastollinen analyysi
Reaaliaikaisen PCR:n ja virulenssikokeen tulosten tilastollinen merkitsevyys analysoi-
tiin SAS 9.1 -ohjelmistolla (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). SAS-ohjelmistossa on
valmiita ohjelmia (proseduureja), joilla voidaan tehdä haluttuja tilastollisia testejä
annetuilla komennoilla.
2.6.1 Reaaliaikaisen PCR:n tulosten analyysi
Reaaliaikaisen PCR:n tulosten tilastolliseen analyysiin käytettiin ??Ct-arvoja. Periaat-
teessa analyysiin olisi voitu käyttää myös ?Ct-arvoja (Yuan ym. 2006). ??Ct-arvoja
käytettiin, koska niistä oli laskettu myös kaikkien biologisten toistojen keskiarvot. Jo-
kaisesta käsittelystä oli 10-15 havaintoa. Havainnot tehtiin kahdesta tai kolmesta bio-
logisesta toistosta ja viidestä vgrG-geenistä. Kokeet satunnaistettiin niin pitkälle kuin oli
mahdollista. Reaaliaikaisen PCR:n tulokset analysoitiin ensin GLM-ohjelman (general
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linear models) yksisuuntaisella varianssianalyysillä. Aineiston normaalius tarkastettiin
UNIVARIATE-ohjelmalla ja populaatioiden varianssien yhtäsuuruus tarkastettiin
Levenen testillä, joka suorittaa varianssianalyysin GLM-ohjelman yksisuuntaisen vari-
anssianalyysin jäännösten itseisarvoille. Varianssien erisuuruuden vuoksi tulosten tilas-
tollinen merkitsevyys analysoitiin lisäksi NPAR1WAY-ohjelman ei-parametrisillä tes-
teillä, kuten Kruskall-Wallisin testi, joka vastaa yksisuuntaista varianssianalyysiä, ja
mediaanitesti, jossa analysoidaan populaatioiden keskiarvojen sijaan populaatioiden
mediaanien erisuuruutta.
Reaaliaikaisen PCR:n tulosten parittainen vertailu tehtiin käsittelyjen ja kontrollin
välillä. Parittainen vertailu tehtiin TTEST-ohjelman kahden riippumattoman otoksen t-
testillä. t-testi on tarkka aineiston normaaliudesta, mutta ei niinkään varianssien yhtä-
suuruudesta. t-testi on tarkoitettu kahden populaation vertailuun. Useamman populaa-
tion vertaaminen kontrolliin nostaa koekohtaista riskitasoa.  Kohonnut riskitaso huomi-
oitiin Bonferroni-korjauksella, jossa tavanomainen hyväksyttävä riskitaso (p = 0,05) ja-
etaan populaatioiden määrällä, jolloin saadaan uusi hyväksyttävä riskitaso. Populaatioita
oli 12 joten uusi hyväksyttävä riskitaso oli p = 0,00417.
2.6.2 Virulenssikokeen tulosten analyysi
Virulenssikokeessa villityypin kanta ja mutantit olivat bakteeripopulaatioita, joiden o-
minaisuuksia haluttiin tutkia. Populaatiot olivat käsittelyjä perunan mukuloille. Yhdes-
tä käsittelystä oli 30-36 havaintoa. Havainnot kerättiin kolmesta erillisestä kokeesta, jo-
ista jokaisessa oli 10-12 koejäsentä. Virulenssikoe satunnaistettiin niin pitkälle kuin oli
mahdollista. Samasta mukulasta tehtyjä villityypin kannan ja mutantin havaintoja pidet-
tiin tässä tapauksessa toisistaan riippuvina. Tämä huomioitiin analyysissä. Muutoin ha-
vainnot olivat toisistaan riippumattomia. Virulenssikokeen tulosten tilastollinen analyy-
si tehtiin TTEST-ohjelman kahden riippuvan otoksen t-testillä ja aineiston normaalius
tarkastettiin UNIVARIATE-ohjelmalla.
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3 TULOKSET
3.1 VgrG-proteiineista muodostui kolme homologiaryhmää
P. atrosepticum -bakteerilla on kuusi annotoitua vgrG-geeniä, jotka olivat keskenään
melko homologisia BLASTN-haun perusteella (id-% 76-91, E 0,0) (liite 3: taulukko 1).
Viisi ennustettua VgrG-proteiinia olivat myös homologisia toisilleen BLASTP-haun pe-
rusteella (id-% 71-94, E 0,0) (liite 3: taulukko 2). VgrG-proteiineista ECA2104 ja
ECA4142 olivat huomattavan homologisia toisilleen (id-% 86-90, E 0,0), ECA2867 ja
ECA4276 olivat myös huomattavan homologisia toisilleen (id-% 94, E 0,0). ECA3427
oli suhteessa edellisiin melko kaukainen homologi kaikille (id-% 75-79, E 0,0). Proteii-
nisekvenssin linjauksesta näkyi, että VgrG-proteiinit ovat homologisimpia aminopäästä
noin 510 aa:n matkalta, jolloin karboksipäähän jää noin 90-160 aa:n vähemmän homo-
loginen alue (liite 4). P. atrosepticum -bakteerin VgrG-proteiineille läheisimmät homo-
logit löytyivät Aeromonas-suvusta (id-% >70, E 0,0). P. atrosepticum -bakteerin VgrG-
proteiinit olivat osittain homologisia V. cholerae -bakteerin VgrG-2-proteiinille
(VCA0018) (id-% 45-53, E 0,0-1x10-156, gap-% 1-6). vgrG-geenit ja proteiinit näyttivät
muodostavan kolme homologiaryhmää NJ-menetelmällä laskettujen ajassa tapahtunei-
den sekvenssin muutosten perusteella (kuvat 7A ja 7B sekä liite 5).
A)
B)
Kuva 7. VgrG-proteiinien NJ-menetelmällä löydetyt homologiaryhmät. A) P. atrosepticum -baktee-
rin VgrG-proteiinit. B) P. atrosepticum -bakteerin VgrG- proteiinit ja V. cholerae -baktee-
rin VgrG-2-proteiini (VCA0018).
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P. atrosepticum -bakteerin VgrG-proteiinit muodostivat selvästi oman ryhmän, kun niitä
verrattiin muutaman muun patogeenisen bakteerin VgrG-proteiineihin (kuva 8). NJ-
menetelmällä tehdyn homologiaryhmittelyn perusteella P. atrosepticum -bakteerin
VgrG-proteiinit olivat homologisimpia tutkituista bakteereista A. h. ssp. hydrophila -
bakteerin ja V. cholerae -bakteerin VgrG-proteiinien kanssa.
Kuva 8. Muutamien kasvipatogeenisten bakteerien (A. tumefaciens, Atu, P. atrosepticum, ECA, P.
s. pv. syringae, Psyr) ja muutamien ihmis- ja eläinpatogeenisten bakteerien (A. h. ssp.
hydrophila, AHA, P. aeruginosa, PA, V. cholerae, VC/VCA) VgrG-proteiinit ryhmiteltynä
NJ-menetelmällä löydetyn homologian perusteella.
3.2 VgrG-proteiinien tehtävän mallinnus
BLASTP-haun ja PSI-BLAST-haun perusteella P. atrosepticum -bakteerin VgrG-prote-
iineissa ei ollut karboksipäässä sijaitsevaa lisädomeenia, jolla saattaisi olla jokin tunnet-
tu tehtävä. P. atrosepticum -bakteerin VgrG-proteiinien sekvenssin perusteella tehdyn
mGenTHREADER-ennusteen mukaan 300 aa:n matka proteiinin aminopäästä saattaa
laskostua samoin kuin Mu-faagin Gp44-proteiini (p < 0,0001), ja 450 aa:n matka kar-
boksipäästä saattaa laskostua kuten T4-faagin Gp5-proteiini (p < 0,0001) (kuva 9). O-
salta kasvipatogeenisistä bakteereista löydettiin lisädomeeni VgrG-domeenin lisäksi,
mutta niille ei löydetty homologeja joiden tehtävä olisi tunnettu. Yleinen lisädomeeni
oli COG4253. Sen laskostumisesta mGenTHREADER-analyysi ei kuitenkaan antanut
läheskään yhtä varmaa ennustetta kuin VgrG-domeenille (tulosta ei esitetä).
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A) B)
Kuva 9.  A) Mu-faagin Gp44-proteiinien muodostaman trimeerin kristallirakenne (Kondou ym.
2005). Eri väreillä osoitetaan kunkin monomeerin sijoittuminen suhteessa kahteen muuhun
monomeeriin. B) T4-faagin isäntään tunkeutumiseen tarvittavan piikin kristallirakenne
(Kanamaru ym. 2002). Gp27-proteiinin ja Gp5-proteiinin muodostamat rakenteet on osoitet-
tu nuolilla. Gp27-proteiinit muodostaa piikin rakenteesta saman osan kuin gp44-proteiinit
(katkoviivanuoli).
3.3 VI-tyypin eritysreitin geenirypäs
P. atrosepticum -bakteerilta löytyi BLASTP-haun perusteella yksi VI-tyypin eritysreitin
geeniryppääksi luokiteltava alue (kuva 10). P. atrosepticum -bakteerin VI-tyypin eritys-
reitin geenirypäs näyttää olevan geenijärjestykseltä samanlainen kuin V. cholerae -bak-
teerin VAS-geenien rypäs. P. atrosepticum -bakteerin VAS-geenien ryppään reunalla on
lisäksi COG4104-geeni, joka löytyi muun muassa P. s. pv. syringae -bakteerilta ja A.
tumefaciens -bakteerilta. P. atrosepticum -bakteerin VAS-geenien ryppäälle 75 prosentti-
sesti identtinen geenirypäs (E = 0,0, gap-% 0) löytyi BLASTN-haulla A. h. ssp.
hydrophila -bakteerilta. Lähes yhtä homologinen geenirypäs löytyi lisäksi ainoastaan
kahdelta muulta sekvensoidulta Aeromonas-suvun bakteerilta.
Gp27
 Gp5
Gp44 - Gp27
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Aeromonas hydrophila ssp. hydrophila ATCC 7966T (AHA_1826-AHA_1848)
Agrobacterium tumefaciens C58 (Atu4330-Atu4348)
Pectobacterium atrosepticum SCRI1043 (ECA3426-ECA3445)
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (PA0071-PA0091)
Pseudomonas syringae pv. syringae B728a (Psyr_4953-Psyr4973)
Vibrio cholerae (VCA0107-VCA0123)
1000 nt
VasK/IcmF
ClpV
VgrG
Hcp
PppA
COG4104
PpkA
VasF/COG3455/DotU
VasJ/COG3515
VasE/3522
VasD/COG3521
VasH/Sigma54
riippuvainen
aktivaattori
VasB/COG3520
VasC/COG3456/
Fha
VasA/COG3519
COG3518
COG3517
COG3516
VasL/COG3515
VasI
COG0790
COG4455
SciT/COG3913
Ei vastaavaa
proteiinia
koodaavaa
geeniä muissa
tutkituissa
geeniryhmitty-
missä
Kuva 10. P. atrosepticum -bakteerin ja P. s. pv. syringae -bakteerin mahdollinen VI-tyypin eritysrei-
tin geenirypäs verrattuna ihmis- ja eläinpatogeenisen V. cholerae -bakteerin, P. aeruginosa
PAO1 -bakteerin ja A. h. ssp. hydrophila -bakteerin, sekä kasvipatogeenisen A. tumefaciens
-bakteerin vastaavien konservoituneiden geenien ryppäisiin. Kuvassa on yksi P.
atrosepticum -bakteerin vgrG-geeni (ECA3427), joka poistettiin virulenssikoetta varten
(merkitty D-kirjaimella).
3.4 vgrG-geenit indusoituivat in planta
vgrG-geenien transkriptio mitattiin erilaisissa virulenssigeenejä indusoivissa kasvatuso-
loissa, in vitro ja in planta. In vitro -näytteet otettiin bakteereista, joita oli kasvatettu 24
D
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tuntia Huynh:in minimialustalla tai Huynh:in minimialustalla, johon oli lisätty mukula-
tai varsiuutetta. In planta -näytteet otettiin bakteereista, joita kasvatettiin 24-96 tuntia
perunan mukuloissa tai varsissa. vgrG-geenien transkriptio mitattiin reaaliaikaisella
käänteiskopiointi-PCR:llä. Tulokset analysoitiin mRNA:n (cDNA:n) suhteellisen mää-
rän laskevalla 2???Ct-menetelmällä. Näytteitä verrattiin LB-alustalla kasvatetuista bak-
teereista otettuun kontrolliin. Kasvatusolot vaikuttivat vgrG-geenien transkriptioon ja
tulos oli tilastollisesti merkitsevä Kruskal-Wallisin ei-parametrisen varianssianalyysin
perusteella (p < 0,0001) (kuvat 11 ja 12). Kolme (ECA2867, ECA3427 ja ECA4276)
viidestä vgrG-geenistä indusoituivat mukulauutetta sisältävällä alustalla kasvatetuissa
bakteereissa, sekä mukuloissa ja varsissa kasvatetuissa bakteereissa. vgrG-geenit indu-
soituivat vähän tai eivät ollenkaan minialustalla ja varsiuutetta sisältävällä alustalla kas-
vatetuissa bakteereissa. Kaksi muuta vgrG-geeniä (ECA2104 ja ECA4142) indusoitui
vähän tai ei ollenkaan kasvatusoloista huolimatta.
2???Ct
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Kasvatusolot
Kuva 11. vgrG-geenien transkriptio bakteereissa 24 tunnin kasvatuksen jälkeen in vitro (MIM, MU24
ja VU24) ja in planta (M24 ja V24). Näytteitä verrattiin kontrolliin (LB). Kuvassa esite-
tään kolmen biologisen toiston keskiarvo ja vaihteluväli fold change -arvoksi (2???Ct) muu-
tettuna (n = 10-15). Tilastollisesti merkitsevä ero LB-kontrolliin on merkitty asteriskilla (*)
(p < 0,00417). vgrG-geenit esitetään kuvassa kaikissa kasvatusoloissa vasemmalta oikealle:
ECA2104, ECA2867, ECA3427, ECA4142 ja ECA4276. LB = Luria Broth. MIM =
* * *
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Huynh:in minimialusta. MU24 = mukulauutteella kasvatetuista bakteereista otettu näyte.
VU24 = varsiuutteella kasvatetuista bakteereista otettu näyte. M24 = mukulassa kasvate-
tuista bakteereista otettu näyte. V24 = varressa kasvatetuista bakteereista otettu näyte. H2O
= alukkeiden vesikontrolli.
vgrG-geenit olivat aktiivisempia varsissa kasvatetuissa bakteereissa kuin mukuloissa
kasvatetuissa bakteereissa (kuva 12). vgrG-geeneistä ECA2867:n ja ECA4276:n aktiivi-
suus lisääntyi hieman infektion edetessä varsissa, ja niiden transkriptio oli aktiivisim-
millaan 96 tuntia inokulaation jälkeen.
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Kuva 12. vgrG-geenien transkriptio bakteereissa 24-96 tunnin kasvatuksen jälkeen in planta. Näyttei-
tä verrattiin kontrolliin (LB). Kuvassa esitetään kolmen biologisen toiston keskiarvo ja
vaihteluväli fold change -arvoksi (2???Ct) muutettuna (n = 10-15). Tilastollisesti merkitsevä
ero LB-kontrolliin on merkitty asteriskilla (*) (p = 0,00417). Geenit esitetään kuvassa kai-
kissa kasvatusoloissa vasemmalta oikealle: ECA2104, ECA2867, ECA3427, ECA4142 ja
ECA4276. LB = Luria Broth. M24-M96 = mukulassa kasvatetuista bakteereista otetut näyt-
teet eri aikapisteissä. V24-V96 = varsissa kasvatetuista bakteereista otetut näytteet eri aika-
pisteissä. H2O = alukkeiden vesikontrolli.
* ** * * * *
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3.5 vgrG-geenien vaikutus virulenssiin oli epäselvä
P. atrosepticum -bakteerin vgrG-geenien vaikutus virulenssiin tutkittiin poistamalla
Red-rekombinaasi-menetelmällä kolme aktiivisinta vgrG-geeniä. Yhdessä mutanttikan-
nassa oli mutaatio vain yhdessä vgrG-geenissä. Deleetio tehtiin joko ECA2867-geeniin,
ECA3427-geeniin tai ECA4276-geeniin. Vaikutus virulenssiin mitattiin vertaamalla vil-
lityypin kannan ja mutanttikantojen mädätyskykyä perunan mukuloissa. Virulenssiko-
keissa P. atrosepticum? ?2867 -mutantti oli hieman virulentimpi (p = 0,0077). P.
atrosepticum??3427 -mutantti ja P. atrosepticum??4276 -mutantti olivat vähän vähem-
män virulentteja kuin villityypin kanta, mutta nämä tulokset eivät olleet tilastollisesti
merkitseviä (p = 0.4940 ja p = 0.2226) (kuva 13).
g
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WT    ?2867 WT    ?3427 WT    ?4276 NK
Kuva 13. vgrG-geenin (?2867, ?3427 tai ?4276) poistamisen vaikutus P. atrosepticum -bakteerin
mädätyskykyyn perunan mukuloissa (g/mätää/mukula) verrattuna villityypin kantaan (WT).
Kuvassa esitetään kolmen biologisen toiston keskiarvo ja keskihajonta (n = 32-36). Tilas-
tollisesti merkittävä ero villityypin kantaan on merkitty asteriskilla (*). NK = negatiivinen
kontrolli.
Eri kantojen eroja virulenssikokeessa ei voinut havaita silmämääräisesti (kuva 14). Eri
mutanttikannoilla oli kuitenkin havaittavissa hieman toisistaan poikkeava mädätetyn a-
lueen ulkonäkö. Samaan mukulaan inokuloidun villityypin kannan mädättämä alue oli
*
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pääasiassa samannäköinen kuin mutanttikannan. P. atrosepticum??4276 -mutantin mä-
dätyskohdan reuna oli useimmiten hapettunut (ruskea reuna). P. atrosepticum??2867 -
mutantin ja P. atrosepticum??3427 -mutantin mädättämällä alueella ei ollut aivan yhtä
selvää reunaa. P. atrosepticum??3427 -mutantilla reuna saattoi jopa puuttua.
Kuva 14. P. atrosepticum? ?2867 -mutantin, P. atrosepticum? ?3427 -mutantin ja P. atrosepticum
?4276 -mutantin ja villityypin (WT) kannan mädättämät alueet. Osaa mätäalueista reunusti
hapettunut ruskea reuna, mutta osasta reunus puuttui. Kuvissa silmämääräisesti tyypilliset
oireet neljä vuorokautta inokulaation jälkeen.
Osa P. atrosepticum??2867 -mutantilla inokuloiduista mukuloista oli mädäntynyt niin
pahoin, ettei mutanttia erottanut villityypin kannasta. Näissä mukuloissa bakteerikannat
olivat kasvaneet johtojänteiden kautta yhteen (kuva 15).
Kuva 15.  Osa P. atrosepticum? ?2867 -mutantilla inokuloiduista mukuloista oli mädäntynyt liikaa,
jotta mädän määrä olisi ollut mitattavissa. Mutanttikanta ja villityypin kanta olivat kasva-
neet yhteen johtojänteiden kautta (nuolet). WT = villityypin kanta.
  WT
?2867 ?3427
WT
?4276
WT
  WT
?2867
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4 TULOSTEN TARKASTELU
Tämän tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää ovatko konservoituneet vgrG-geenit
mahdollisesti uusia virulenssiin vaikuttavia geenejä P. atrosepticum -bakteerilla. Tätä
varten tutkittiin vgrG-geenien ja proteiinien välinen homologia ja suhde muihin VgrG-
proteiineihin, niiden mahdollinen yhteys VI-tyypin eritysreittiin, vgrG-geenien indusoi-
tuminen isäntäkasvissa kasvatetuissa bakteereissa ja lopulta vgrG-geenien mutaatioiden
vaikutus bakteerin kykyyn mädättää perunan mukuloita.
4.1 Homologiaryhmät
vgrG-geenien ja proteiinien välinen homologia selvitettiin, koska osalla vgrG-geeneistä
saattaa olla erilainen tehtävä, josta saattaa antaa viitteitä niiden erilainen sekvenssi.
vgrG-geenien homologian tunteminen oli myös välttämätöntä reaaliaikaisen PCR:n ja
mutaatioiden oikean rakenteen luotettavuuden vuoksi.
BLASTN-haku ja BLASTP-haku osoittivat, että vgrG-geenit ja proteiinit saattavat
muodostaa kolme toisistaan poikkeavaa ryhmää (liite 3). NJ-analyysillä haluttiin saada
lisää todisteita havaittujen homologiaryhmien muodostumisesta. vgrG-geenien on
havaittu muodostavan fylogeneettisia ryhmiä muun muassa P. aeruginosa PAO1 -bak-
teerilla (Wilderman ym. 2001). VgrG-proteiinit näyttivät muodostavan kolme homolo-
giaryhmää NJ-menetelmällä tehdyn analyysin perusteella (kuva 7). Analyysi tehtiin pro-
teiineilla, koska geenien sekvenssi saattaa olla erilainen vaikka ne koodaisivat toimin-
nallisesti samanlaista proteiinia (Lawrence & Ochman 1997). vgrG-geeneille tehtiin
myös NJ-analyysi, jotta nähtiin voiko proteiinisekvenssin perusteella päätellä jossain
määrin evolutiivisia suhteita. Tämän pienimuotoisen analyysin perusteella ainakin
VgrG-proteiinien suhde toisiinsa on suurin piirtein sama kuin vgrG-geenien (kuva 7A ja
liite 5: kuva 1). Muiden bakteerien lisääminen fylogeneettiseen puuhun (kuva 8) toi
esille sen, että P. atrosepticum -bakteerin VgrG-proteiinit muodostavat oman ryhmän.
vgrG-geenit saattavat näin ollen olla melko vanhaa perua, jolloin niillä on ollut aikaa
mukautua P. atrosepticum -bakteerin genomiin.
Kolme vgrG-geeniä (ECA2104, ECA2867 ja ECA3427) saattavat olla peräisin eri
lähteistä ja kolme muuta geeniä ovat ehkä niiden kopioita. Toth ym. (2006) mukaan
ECA2104, ECA2867 ja ECA3427 sijaitsevat kolmessa erillisessä, oletettavasti horison-
taalisella geeninsiirrolla saadussa, saarekkeessa. vgrG-geenejä on myös rhs-elementeis-
sä, joiden arvellaan kopioituvan genomissa (Lin ym. 1984, Wang ym. 1989). vgrG-gee-
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nien oletetaan olevan osia horisontaalisella geeninsiirrolla liikkuvista genomin osista
(Wang ym. 1998, Wilderman ym. 2001, Ernst ym. 2003). ECA4142-geeni saattaa olla
ECA2104-geenin kopio sekvenssien homologian, sekvenssien linjauksen, NJ-analyysin
ja transkriptioprofiilin perusteella (kuvat 11 ja 12). Samoin perustein ECA2867-geenin
kopio saattaa olla ECA4276-geeni. Pseudogeeni ECA3483 saattaa olla kopion kopio
ECA4142-geenistä tai ECA2104-geenistä (liite 5: kuvat 1 ja 2).
Yksi P. atrosepticum -bakteerin vgrG-geeni (ECA2104) sijaitsee keskellä III-tyy-
pin eritysreitin geenirypästä (Bell ym. 2002). vgrG-geenejä on myös muilla märkämätää
aiheuttavilla enterobakteereilla III-tyypin eritysreitin geeniryppäässä (Rantakari ym.
2001, Yang ym. 2004). Kenties III-tyypin eritysreitin geeniryppäällä on yhteinen alku-
muoto kaikilla kolmella märkämätää aiheuttavalla enterobakteerilla. Toistaiseksi ei tie-
detä, liittyvätkö vgrG-geenit myös III-tyypin eritysreitin toimintaan. Muutamien vgrG-
geenien on kuitenkin havaittu olevan samojen säätelijöiden alaisia kuin III-tyypin eri-
tysreitin (Mougous ym. 2006, Zheng ym. 2005). Mutta, ainakaan P. atrosepticum -
bakteerin III-tyypin eritysreitin geeniryppäässä sijaitseva vgrG-geeni ei indusoitunut
Huynh:in minimialustalla (kuva 11), jota käytetään indusoimaan III-tyypin eritysreitin
toimintaa (Gaudriault ym. 1998, Jin ym. 2003).
4.2 vgrG-geenit ja VI-tyypin eritysreitti
vgrG-geenien on osoitettu liittyvän VI-tyypin eritysreittiin muun muassa V. cholerae -
bakteerilla, EAEC-bakteerilla ja Ed. tarda -bakteerilla (Dudley ym. 2006, Pukatzki ym.
2006, Pukatzki ym. 2007, Zheng & Leung 2007). Muutamien vgrG-geenien on havaittu
olevan jopa välttämättömiä eritysreitin toiminnalle ja niiden arvellaan koodaavan prote-
iineja, jotka muodostavat isännän solulimaan tunkeutuvan piikin kärjen (Pukatzki ym.
2007). P. atrosepticum -bakteerilla on tämän tutkimuksen perusteella VI-tyypin eritys-
reitin geenirypäs genomissa (kuva 10). Vastaava geenirypäs on löydetty jo ainakin
85:ltä eri bakteerilta (Schell ym. 2007). P. atrosepticum -bakteerin VI-tyypin eritysreitin
geenirypäs saattaa jatkua vielä, aiemmin esitetystä vgrG-geenistä (ECA3427) alavirtaan,
rhs-geeniin (ECA3421) asti. rhs-elementtejä on löydetty muidenkin bakteerien VI-tyy-
pin eritysreitin geeniryppäästä (Das & Chaudhuri 2003). P. atrosepticum -bakteerin VI-
tyypin eritysreitin geeniryppäälle homologisin on A. h. ssp. hydrophila -bakteerin vas-
taava geenirypäs. Samanlainen VI-tyypin eritysreitin geenirypäs saattaa johtua evolutii-
visesta sukulaisuudesta tai siitä, että geenirypäs on siirtynyt horisontaalisella geeninsiir-
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rolla lajilta toiselle. P. atrosepticum -bakteerin mahdollista VI-tyypin eritysreittiä koo-
daavien geenien ryppään ennustetaan olevan osa horisontaalisella geeninsiirrolla saatua
geenisaareketta (HAI 16), johon lasketaan kuuluvan lisäksi kymmeniä muita geenejä
(Toth ym. 2006). Toistaiseksi jää mysteeriksi mistä P. atrosepticum on saanut VI-tyypin
eritysreitin ja onko esimerkiksi muilla märkämätää aiheuttavilla enterobakteereilla sitä?
Oletettavasti P. atrosepticum -bakteerin VI-tyypin eritysreitti on toimiva, mutta
sen tehtävä on toistaiseksi tuntematon. vgrG-geeneistä ECA2867 saattaa vaikuttaa VI-
tyypin eritysreitin toimintaan, koska sen mutaatio antaa samankaltaisen fenotyypin
virulenssikokeessa kuin vasK-mutantti, joka on virulentimpi, nopeakasvuisempi ja
tuottaa enemmän pektinaaseja verrattuna villityypin kantaan (Mattinen ym. lähetetty).
vasK-geeni on välttämätön VI-tyypin eritysreitin toiminnalle (Dudley ym. 2006,
Mougous ym. 2006, Pukatzki ym. 2006, Schell ym. 2007). P. atrosepticum -bakteerin
vgrG-geeneistä ECA3427 saattaa liittyä myös VI-tyypin eritysreitin toimintaan, koska
se indusoituu samoissa oloissa ja sen koodaamaa proteiinia on löydetty P. atrosepticum
-bakteerin eritettyjen proteiinien preoteomista Mattinen ym. (2007) tutkimuksessa.
ECA3427-geeni ei kuitenkaan näytä tämän tutkimuksen perusteella olevan yhtä tärkeä
kuin ECA2867-geeni. Lisävarmistuksen asiaan saisi selvittämällä vaikuttavatko mutaa-
tiot näissä vgrG-geeneissä Hcp-proteiinien erittymiseen. V. cholerae V52 -bakteerilla
vgrG-1-geenin ja vgrG-2-geenin mutaatio estää Hcp-proteiinien erittymisen (Pukatzki
ym. 2006, Pukatzki ym. 2007). Tässä tutkimuksessa ECA3427-geenille oli paljon
ennakko-odotuksia, koska se sijaitsee VI-tyypin eritysreitin geeniryppäässä (kuva 10).
Toisaalta V. cholerae V52 -bakteerin vgrG-3-geeni, joka sijaitsee VI-tyypin eritysreitin
geeniryppäässä, ei ole välttämätön VI-tyypin eritysreitin toiminnalle (Pukatzki ym.
2007).
P. atrosepticum -bakteerin VgrG-proteiinit saattavat muodostaa mGen-
THREADER-analyysin perusteella multimeerisen proteiinin, joka muistuttaa E. coli -
bakteerin T4-faagin isäntään tunkeutumiseen tarvittavaa onttoa piikkiä (kuva 9). Saatu
tulos oli samanlainen kuin Pukatzki ym. (2007) julkaisema ennustus V. cholerae -
bakteerin VgrG-proteiinien konservoituneen aminopään mahdollisesta tertiääriraken-
teesta (kuva 3). Näyttää siltä, että P. atrosepticum -bakteerin VgrG-proteiinit saattavat
muodostaa esimerkiksi piluksen tai piikin kärjen, jonka kautta Hcp-proteiineja kuljete-
taan jonkin eliön solun sisälle, kuten jo Pukatzki ym. (2007) arvelivat.
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4.3 vgrG-geenien indusoituminen
vgrG-geenien transkription mittaamisen tarkoituksen oli selvittää mitkä vgrG-geenit in-
dusoituvat isäntäkasvissa, jolloin ne saattavat olla uusia virulenssiin vaikuttavia geenejä.
P. atrosepticum -bakteerin vgrG-geeneistä kolme (ECA2867, ECA3427 ja ECA4276)
oli selvästi aktiivisempia kuin kaksi muuta vgrG-geeniä perunan mukuloissa ja varsissa
sekä mukulauutteella kasvatetuissa bakteereissa (kuvat 11 ja 12). Kaksi muuta vgrG-
geeniä (ECA2104 ja ECA4142) eivät indusoituneet yhtä selvästi missään kokeilluista
virulenssigeenejä indusoivista kasvatusoloista. Niiden transkriptio saattoi kuitenkin olla
aktiivista kontrollina käytetyissä LB-alustalla kasvatetuissa bakteereissa Reaaliaikaisen
PCR:n Ct-arvojen perusteella (tulosta ei esitetä). Näytteiden sisältämän vgrG-geenien
mRNA:n suhteelliset osuudet olisi voitu tarkistaa karkeammalla menetelmällä,
northern-hybridisaatiolla. Pienimmät erot eivät kuitenkaan olisi näkyneet tällä menetel-
mällä. Mutta näin olisi ainakin nähty koodaavatko kaksi isäntäkasvissa indusoitumaton-
ta vgrG-geeniä (ECA2104 ja ECA4142) ylipäätään mRNA:ta.
Kasvatusolojen havaittiin vaikuttavan tilastollisesti merkitsevästi P. atrosepticum
-bakteerin vgrG-geenien transkriptioon (P < 0,0001). Yksittäisten geenien transkription
tilastollista merkitsevyyttä ei analysoitu vaan tyydyttiin yksinkertaisempaan analyysiin,
jossa oltiin ylipäätään kiinnostuneita kasvatusolojen vaikutuksesta. Silmin havaittavissa
ollut ero riitti osoittamaan aktiivisimmat vgrG-geenit jatkotutkimuksia varten. Tilastolli-
sen analyysin perusteella kumottiin vgrG-geenien aktiivisuutta koskenut nollahypoteesi.
Tämän tutkimuksen perusteella vgrG-geenit saattavat olla uusia virulenssigeenejä, kos-
ka ne indusoituivat isäntäkasvissa. Tuloksia tukevat aiemmat tutkimukset P.
atrosepticum -bakteerilla ja toisella märkämätää aiheuttavalla bakteerilla. Mattinen ym.
(2007) havaitsivat yhden vgrG-geenin (ECA3427) indusoituvan vähän mukulauutteessa
kasvatetuissa bakteereissa. Tulos oli suuruudeltaan samaa luokkaa kuin tässä tutkimuk-
sessa saatu tulos, samalle geenille (kuva 11). D. dadantii -bakteerin III-tyypin eritysrei-
tin geeniryppäässä sijaitsevan vgrG-geenin on havaittu olevan myös in planta -indusoi-
tuva (Yang ym. 2004). Lisäksi, tässä tutkimuksessa aktiivisimpien vgrG-geenien vieres-
sä sijaitsevien hcp-geenien (hcp1-3) on havaittu olevan Mattinen ym. (2007) tutkimuk-
sessa aktiivisia mukulauutteessa ja varsiuutteessa kasvatetuissa bakteereissa. vgrG-gee-
nit ja hcp-geenit saattavat transkriptoitua operonina, koska ne löytyvät usein vierekkäin
eri bakteereilta, joita ovat muun muassa V. cholerae ja P. atrosepticum (Heidelberg ym.
2000, Bell ym. 2004), ja molempien geenien tehtävä liittyy todennäköisesti VI-tyypin e-
61
ritysreittiin (Pukatzki ym. 2006). Toisaalta kaikki vgrG-geenit eivät välttämättä liity VI-
tyypin eritysreittiin. Esimerkiksi S. entomophila -bakteerin vgrG-geeni saattaa koodata
osaa faagin vartalon näköisestä bakteriosiinistä (Hurst ym. 2004, Hurst ym. 2007).
Tässä tutkimuksessa varsiuutteella kasvatetuista bakteereista otetuissa näytteissä saattoi
olla jotain vikaa, koska vgrG-geenit eivät näyttäneet indusoituvan niissä. vgrG-geenit
näyttivät kuitenkin indusoituvan varsissa kasvatetuissa bakteereissa. Varsiuutteella
kasvatetuista bakteereista otetun näytteen mRNA saattoi olla hajonnutta tai varsiuuttees-
ta saattoi puuttua jokin signaali, joka indusoi vgrG-geenien transkription. Viimeisin
vaihtoehto viittaisi siihen, että vgrG-geenit ja hcp-geenit eivät muodosta operoneita ai-
nakaan P. atrosepticum -bakteerilla.
P. atrosepticum -bakteerin vgrG-geenien mitatun mRNA:n (cDNA) suhteellisen
määrän suuri sisäinen vaihtelu mukuloissa kasvatetuista bakteereista otetuissa näytteissä
ja niiden ero varsissa kasvatetuista bakteereista otettuihin näytteisiin (kuva 12) saattoi
johtua näytteiden huonosta laadusta. Ensimmäisen biologisen toiston näytteiden, jotka
otettiin mukulassa kasvatetuista bakteereista, laatua saattoi heikentää bakteerien kasvat-
tamiseen käytetyn mukulan inokulaatiokohdan peittäminen vaseliinilla. Vaseliini saattoi
haitata RNA:n eristämistä. Osa ensimmäisen toiston näytteistä meni pilalle. Syytä tähän
ei tiedetä, mutta se saattoi johtua vaseliinista. Mukulasta otettujen näytteiden laatua
saattoi heikentää myös esimerkiksi mukulan tärkkelys tai muut molekyylit, jotka
häiritsivät RNA:n eristämistä. Tulosten suuri vaihtelu saattoi johtua myös normaalista
biologisesta vaihtelusta. Tässä tutkimuksessa tehtyjen havaintojen määrä oli melko pie-
ni. Suurempi havaintojen määrä olisi tuonut paremmin esille tutkitun ilmiön todellisen
jakauman. Toisaalta tämän tyyppistä tutkimusta ei ole välttämättä tarpeen tehdä kovin
suurilla havaintomäärillä, koska pienemmilläkin määrillä voidaan tehdä melko luotetta-
via päätelmiä jatkotutkimuksia varten. Pienet havaintomäärät ovat molekyylibiologises-
sa tutkimuksessa tähän tutkimukseen luetun kirjallisuuden perusteella enemmän sääntö
kuin poikkeus.
vgrG-geenien transkription mittauksen tulosten luotettavuutta saattoi heikentää
myös alukkeiden itsestään kopioimat epäspesifit tuotteet, joita näkyi muodostuvan vesi-
kontrolliin (kuvat 11 ja 12). Näyttäisi kuitenkin siltä, että näytteistä, joissa oli edes vä-
hän vgrG-geenien mRNA:ta (cDNA), syntyi pääasiassa oikeaa tuotetta. Tätä arviota
tukee osa teetetyistä reaaliaikaisen PCR:n tuotteiden esimerkkisekvensoinneista, tuottei-
den sulamiskäyrän lämpötila ja saatujen tulosten tasalaatuisuus näytteissä, joissa näytti
olevan hyvin vähän vgrG-geenien mRNA:ta (MIM ja varsiuute sekä LB-kontrolli). Li-
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säksi alukkeiden sitoutuminen oikeaan kohtaan ja oikean tuotteen tuottaminen vaativat
teoriassa vähemmän energiaa. Toisaalta, toinen ECA3427-geenin tuotteesta tehdyistä
sekvensoinnista antoi negatiivisen tuloksen (V96-näyte) vaikka sen cDNA:ta olisi pitä-
nyt olla näytteessä. Negatiivinen tulos saattoi johtua siitä, että näytteessä ei ollut tuotetta
tai siitä, että näyte oli mennyt pilalle cDNA:n määrän mittauksen ja sekvensoinnin välil-
lä. Jälkimmäinen on todennäköisempi, koska edes alukkeiden sekvenssiä ei löytynyt.
4.4 vgrG-geenien vaikutus virulenssiin
Isäntäkasvissa aktiivisten P. atrosepticum -bakteerin vgrG-geenien vaikutus virulenssiin
testattiin poistamalla ne Red-rekombinaasi-menetelmällä. Jos vgrG-geenien mutaatiot a-
lentavat virulenssia verrattuna villityypin kantaan, niin ne saattavat olla P. atrosepticum
-bakteerilla aiemmin tuntemattomia virulenssiin vaikuttavia geenejä kuten ne ovat
ainakin V. cholerae V52 -bakteerilla ja Ed. tarda -bakteerilla (Pukatzki ym. 2006,
Pukatzki ym. 2007, Zheng & Leung 2007). Yleisesti ottaen kaikkien mutanttien alentu-
nut virulenssi ei välttämättä johdu siitä, että puuttuvat tai hiljennetyt geenit koodaisivat
jotain virulenssigeeniä. Esimerkiksi mutantit, jotka eivät pysty tuottamaan jotain elinky-
vylle tärkeää tuotetta (auxotrophy) ovat vähemmän virulentteja kuin villityypin kanta,
jolloin alentunut virulenssi johtuu yleisestä elinkyvyn heikkenemisestä – ei jonkun bak-
teerin koodaaman isäntää vaurioittavan tekijän puuttumisesta (Hinton ym. 1989). Vaik-
kakin, virulenssigeeni voi olla myös välttämätön elinkyvylle (Wassenaar & Gaastra
2001).
P. atrosepticum??2867 -mutantti oli vähän virulentimpi (p = 0,0077) kuin villityy-
pin kanta perunan mukuloissa. Kahden muun vgrG-geenin mutaatio alensi hyvin vähän
P. atrosepticum -bakteerin virulenssia, jos ollenkaan (p > 0,05). P. atrosepticum??2867
-mutantin ja P. atrosepticum??3427 -mutantin virulenssi oli kuitenkin samanlainen kai-
kissa kolmessa biologisessa toistossa. P. atrosepticum??4276 -mutantti oli tasoissa villi-
tyypin kannan kanssa yhdessä biologisessa toistossa ja kahdessa sen virulenssi oli alen-
tunut.  Erot eri kantojen välillä olivat kuitenkin melko pienet (kuva 13), joten tulokset
eivät välttämättä tarkoita sitä, että mutantit eroavat virulenssiltaan villityypin kannasta.
Toisaalta muut vgrG-geenit saattavat kompensoida yhden poistetun geenin tehtävän ja
nähdyt fenotyypit saattoivat olla häivähdys siitä miltä kanta, josta olisi poistettu kaikki
vgrG-geenit, näyttäisi. Mutta kumpi havaituista fenotyypeistä se olisi? Toisaalta ei tie-
detä onko kaikkien ennustettujen VgrG-proteiinien tehtävä sama, huomattavasta sek-
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venssin homologiasta huolimatta (liite 4). Virulenssikokeen fenotyypistä päätellen
vgrG-geeneistä ECA2867-geenillä saattaa olla eri tehtävä kuin ECA3427-geenillä ja
ECA4276-geenillä. ECA2104 ja ECA4142 saattavat olla paralogeja muille vgrG-gee-
neille, koska ne eivät indusoituneet isäntäkasvissa, mutta ne saattavat olla silti aktiivisia
reaaliaikaisen PCR:n Ct-arvojen perusteella (tulosta ei esitetä). Paralogien tehtävä on
usein eronnut niiden alkumuodon tehtävästä (Lee ym. 2007). P. atrosepticum??2867 -
mutantin virulenssin ero villityypin kantaan oli tilastollisesti merkitsevä. Tulos oli myös
samansuuntainen, kuin P. atrosepticum -bakteerin vasK-mutantilla, jonka virulenssin on
havaittu lisäävän bakteerin virulenssia noin 50 %:a perunan mukuloissa ja varsissa
(Mattinen ym. lähetetty). Näin ollen hylättiin vgrG-geenien vaikutuksesta virulenssiin
tehty nollahypoteesi. Nollahypoteesin hylkääminen tässä tutkimuksessa ei kuitenkaan
tarkoita sitä, että vgrG-geenit olisivat todennäköisesti uusia märkä- tai tyvimädän pato-
geneesiin vaikuttavia tekijöitä.
Mistä lisääntynyt virulenssi koeoloissa sitten johtui? Säätelevätkö vgrG-geenit
ja/tai VI-tyypin eritysreitti jonkin kytkennän kautta muita virulenssitekijöitä tai baktee-
ripopulaation kasvua? P. atrosepticum -bakteerilla tunnetaan virulenssitekijöiden nega-
tiiviseen säätelyyn osallistuvia geenejä, jotka estävät virulenssigeenien toiminnan esi-
merkiksi bakteerille epäsuotuisissa oloissa tai oloissa, joissa ne ovat tarpeettomia
(Andersson ym. 1999, Shih ym. 1999). Parsons & Heffron (2005) arvelevat vasK-gee-
nin homologin sciS-geenin mutaation liittyvän jollain tavalla S. e. Typhimurium -bak-
teerin populaation koon säätelyyn. Mutaatiosta mahdollisesti aiheutuvat muut mitattavat
ominaisuudet saattavat selittää mutanttikannan lisääntynyttä virulenssia. P.
atrosepticum??2867 -mutantti kasvoi hieman nopeammin kuin villityypin kanta (tulosta
ei esitetä). Myös P. atrosepticum -bakteerin vasK-mutantin on havaittu kasvavan nope-
ammin kuin villityypin kannan (Mattinen ym. lähetetty). vasK-mutantti tuottaa lisäksi e-
nemmän pektinaaseja kuin villityypin kanta (Mattinen ym. lähetetty). Molemmat omi-
naisuudet voivat selittää lisääntyneen mädätyskyvyn virulenssikokeissa. Tämän var-
mennus vaatisi lisäkokeita P. atrosepticum??2867 -mutantilla. P. atrosepticum -bakteeri
ei ole kuitenkaan ainoa bakteeri, jolla VI-tyypin eritysreitin geenien mutaatiot lisäävät
infektiokykyä. S. e. Typhimurium -bakteerin sciS-geenin mutaatio lisää myös virulens-
sia (Parsons & Heffron 2005). R. l. biovar trifolii -bakteerin imp-geenien mutaatio lisää
myös bakteerin infektiokykyä, jolloin bakteerin isäntäkasvivalikoima laajenee
(Bladergroen ym. 2003). Toisaalta vgrG-geenin mutaatio ei vaikuttanut B. cenocepacia
K56-2 -bakteerin virulenssiin sinimailasella (Bernier & Sokol 2005).
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Tässä tutkimuksessa vgrG-geenien yksittäiset mutaatiot näyttivät kuitenkin vai-
kuttavan tarkemmin määrittelemättömällä tavalla P. atrosepticum -bakteeriin. Mutantti-
en muodostamat pesäkkeet eivät olleet yhtä selvärajaisia ja ne olivat limaisempia kuin
villityypin pesäkkeet (tuloksia ei esitetä). Virulenssikokeessa kullakin mutanttikannalla
inokuloidut mukulat näyttivät erilaisilta vaikka periaatteessa vaikutuksen tulisi kohdis-
tua vain inokulaatioalueeseen (kuvat 14 ja 15). Mutantin ja villityypin inokuloimisessa
samaan mukulaan saattaa riskinä olla se, että ne voivat vaikuttaa toisiinsa perunan fysio-
logian kautta. Kasveilla tunnetaan useita signaalinvälitysreittejä, jotka kuljettavat esi-
merkiksi käskyn tuottaa puolustusyhdisteitä koko kasvissa vaikka vaurio olisi vain yh-
dessä kohdassa (He ym. 2007). Olisi ollut mielenkiintoista tietää olisiko virulenssiko-
keen tekeminen varsissa tuonut vastaavia tuloksia kuin mukuloissa vai jotain muuta,
koska vgrG-geenit olivat aktiivisempia varsissa kuin mukuloissa (kuva 12). Varsikokei-
ta ei kuitenkaan voitu tehdä virulenssikokeiden tekoaikana, koska syksyllä perunat ovat
lepotilassa eivätkä lähde itämään.
Virulenssikokeessa havaintojen välillä oli suurta vaihtelua, joka saattoi vaikuttaa
tulosten luotettavuuteen. Mädätyskyvyn eroa ei pystynyt havaitsemaan silmämääräisesti
(kuva 14). Vasta keskiarvojen laskeminen toi esille kantojen väliset erot. Mutantin ja
villityypin bakteerin mädätyskyvyissä saattoi olla iso ero mukuloiden välillä yhdessä bi-
ologisessa toistossa. Mukuloissa itsessään näytti olevan yksilöllisiä eroja ja jopa peru-
nan mukulan eri päissä näytti olevan eroa, siinä miten hyvin ne pystyivät vastustamaan
infektion etenemistä. Erot saattoivat johtua myös siitä, että bakteeria oli inokuloitu sil-
mämääräinen määrä mukuloihin. Toisaalta tarkemmalla inokulointimenetelmällä, jossa
bakteerien määrä lasketaan, on mutantin ja villityypin välillä havaittu yhtä epätasainen
mädäntyminen eri mukuloissa (Minna Pirhosen suullinen tiedonanto 09/2007). Etuna
tässä tutkimuksessa tehdyssä virulenssikoemallissa on se, että se vaatii vähemmän työtä
ja siihen kuluu vähemmän aikaa, kuin tarkempaan menetelmään. Tuloksilla oli vähem-
män tarkasta koemallista ja suuresta vaihtelusta huolimatta selkeä suunta. Voisi olettaa,
että biologisesti merkittävät tulokset näkyvät vähemmänkin tarkalla virulenssikokeella.
Virulenssikokeen tuloksiin saattoi vaikuttaa Red-systeemiä koodaava avustaja-
plasmidi, joka oli ainakin P. atrosepticum??2867 -mutantissa ja P. atrosepticum??3427
-mutantissa. Avustajaplasmidi saattoi hidastaa kasvua. Ei ole varmuutta, oliko P.
atrosepticum??4276 -mutantissa avustajaplasmidia virulenssikokeen aikana, koska sen
poistuminen testattiin vasta virulenssikokeen jälkeen, jolloin mutantissa ei enää ollut a-
vustajaplasmidia. Kenties P. atrosepticum??2867 -mutantti josta avustajaplasmidi olisi
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poistunut, olisi ollut ominaisuuksiltaan lähempänä vasK-mutanttia, ja kaksi muuta
mutanttikantaa olisivat olleet villityypin veroisia.
4.5 Hypoteeseja vgrG-geenien tehtävästä P. atrosepticum -bakteerilla
Kolmella isäntäkasvissa indusoituvalla P. atrosepticum -bakteerin vgrG-geenillä
(ECA2867, ECA3427 ja ECA4276) saattaa silti olla jokin tehtävä aktiivisen infektion
aikana, vaikka se ei suoranaisesti liittyisi patogeneesiin. Esimerkiksi muutamilla märkä-
mätää aiheuttavilla bakteereilla tunnetaan virulenssitekijöiden kanssa samoin säädelty
mikrobeja tuhoavan laaja-alaisen karbapenem-antibiootin tuotto (Whitehead ym. 2002).
P. atrosepticum -bakteerin vgrG-geenit saattavat olla samoin säädellyt kuin jotkin viru-
lenssigeenit, kuten ne ovat muutamalla muulla bakteerilla (Zheng ym. 2005, Mougous
ym. 2006).
vgrG-geenit ja VI-tyypin eritysreitti saattavat suojata P. atrosepticum -bakteeria
aktiivisen infektion aikana kilpailevilta mikrobeilta ja ankeroisilta, jotka hakevat help-
poa ravintoa valmiiksi hajotetusta kasvisolukosta. VI-tyypin eritysreitti muun muassa
suojaa V. cholerae V52 -bakteeria D. discoideum -ameban predaatiolta. Laboratorio-o-
loissa tehdyissä virulenssikokeissa ei välttämättä tämänkaltainen virulenssiin vaikuttava
tekijä tule esille, koska olot koemallissa suosivat patogeeniä ja infektioalueelle ei pääse
mikrobeja maaperästä. Toisaalta tässä tutkimuksessa käytettiin kaupallista perunaa, jos-
sa oli mukana kaikki mikrobit, jotka olivat tulleet mukulan mukana pellolta. Oletetta-
vasti pellolla kilpailevien mikrobien määrä olisi kuitenkin isompi. Toistaiseksi näyttää
siltä, että VI-tyypin eritysreitti toimisi aitotumallisia vastaan, ainakaan bakteerien väli-
sestä vuorovaikutuksesta ei ole tehty havaintoja.
vgrG-geenit ja VI-tyypin eritysreitti saattavat liittyä myös P. atrosepticum -bak-
teerin epidemiologiaan. Märkämätää aiheuttavien bakteerien tiedetään olevan ilmalevin-
täisiä ja ne saattavat aiheuttaa silloin oireita varsissa (Pérombelon 2002). Ehkä leviämi-
nen tapahtuu osittain hyönteisvektorin välityksellä? Joidenkin P. c. ssp. carotovorum -
kantojen arvellaan leviävän hyönteisten välityksellä (Basset ym. 2003). VI-tyypin eri-
tysreitti saattaa vaikuttaa bakteerin kykyyn asuttaa jokin hyönteisvektori. VI-tyypin eri-
tysreitin geenien on havaittu vaikuttavan P. aeruginosa PAO1 -bakteerin virulenssiin
banaanikärpäsellä (Drosophila melanogaster). P. atrosepticum on lievästi virulentti her-
nekirvalle (Acyrthosiphon pisum), ainakin virulenssikokeessa jossa bakteeri inokuloitiin
suoraan hyönteiseen (Grenier ym. 2006). Myös muiden märkämätää aiheuttavien bak-
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teerien on havaittu infektoivan hyönteisiä. D. dadantii -bakteerin on havaittu olevan vi-
rulentti hernekirvalle (Grenier ym. 2006). Ja ainakin kahdella P. c. ssp. carotovorum -
bakteerin kannalla on evf-geeni (Erwinia virulence factor), joka on välttämätön baktee-
rin kykyyn infektoida banaanikärpäsiä (Basset ym. 2003).
Kenties VI-tyypin eritysreitti jollain tavalla vaikuttaa P. atrosepticum -bakteerin
isäntäkasvivalikoimaan? Lämpötilasta riippuvainen proteiinien eritysreitti vaikuttaa R. l.
biovar trifolii -bakteerin isäntäspesifisyyteen (Bladergroen ym. 2003). Toistaiseksi tämä
on ainoa havainto VI-tyypin eritysreitin toiminnasta kasvien kanssa vuorovaikutuksessa
elävistä bakteereista. vgrG-geenejä on kuitenkin useilla kasvipatogeeneillä. P.
atrosepticum tunnetaan erityisen isäntäspesifinä bakteerina ja sitä tavataan taudinaiheut-
tajana ainoastaan perunalla, 1970-luvulla löydettiin kuitenkin tomaatista bakteerikanta,
joka tunnistettiin P. atrosepticum -bakteeriksi (Hauben ym. 1998). P. atrosepticum pys-
tyy kuitenkin elämään useiden viljeltyjen kasvien ja viljojen juuristossa (McCarter-
Zorner ym. 1985). Toisaalta P. atrosepticum -bakteerilta puuttuu RbsB-proteiini, jonka
Bladergroen ym. (2003) havaitsivat vaikuttavan R. l. biovar trifolii -bakteerin isäntäspe-
sifisyyteen. P. atrosepticum -bakteerilla on kuitenkin RbsB-proteiinille osittain homolo-
gisia proteiineja, jotka on liitetty ABC-transporttereihin, mutta yksikään niistä ei sijaitse
lähellä VI-tyypin eritysreitin geenejä tai vgrG-geenejä (Bell ym. 2004).
4.6 Red-rekombinaasi-menetelmän soveltuminen P. atrosepticum -bakteerille
Tämän tutkimuksen yhteydessä optimoitiin Red-rekombinaasi-menetelmä P.
atrosepticum -bakteerille ja Soveltavan biologian laitoksen kasvipatologian laboratori-
oon toimivaksi. Menetelmää käytettiin pääpiirteittäin, kuten Datsenko & Wanner (2000)
sen kuvasivat. Tieteelliset artikkelit eivät kuitenkaan ole yksityiskohtaisia joten useiden
työvaiheiden kanssa oli ongelmia. Ennen kunnolla toimineen menetelmän löytymistä
jouduttiin muutamissa työvaiheissa kokeilemaan vaihtoehtoisia toimintatapoja. Osa nä-
istä vaiheista osoittautui kriittisiksi. Kompetenttien solujen tiheys oli tärkeä, koska liian
harvassa olleet solut eivät transformoituneet elektroporaatiolla yhtä hyvin kuin tiheäm-
mässä olleet solut. Tutkimusryhmässä käytetty tavanomainen ampisilliini-antibiootin pi-
toisuus (150 ?g/ml) maljalla oli liian suuri, jolloin transformoidut solut eivät kasvaneet.
Pitoisuuden alentaminen kolmanneksella auttoi. Transformoitujen solujen toipumiseen
käytetty aika ja kasvatuslämpötila olivat erityisen kriittisiä tekijöitä. Kloramfenikoli-
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maljoille maljatut transformantit toipuivat melko hitaasti siihen kuntoon, että ne pystyi-
vät kasvamaan antibiootilla.
Red-rekombinaasi-menetelmä on nopea verrattuna tutkimusryhmässä aiemmin kä-
ytettyyn marker-exchange mutagenesis -menetelmään (Mattinen ym. 2007), jonka läpi-
vieminen kestää Laura Mattisen suullisen tiedonannon mukaan (09/2007) parhaimmil-
laan noin kolme kuukautta. Red-rekombinaasi-menetelmällä voidaan rakentaa P.
atrosepticum -bakteerin genomiin yksittäisiä mutaatioita alle kuukaudessa, tässä tutkiel-
massa kuvatun ohjeen avulla. Red-rekombinaasi-menetelmää ei kuitenkin voida viedä
loppuun asti P. atrosepticum -bakteerilla, koska se ei kasva yli +37 °C:ssa (Smadja ym.
2004). Mutanttikantaan jää avustajaplasmidi, koska sen monistuminen loppuu vasta +37
°C:ssa. Antibioottiresistenssigeeniä ei voida myöskään poistaa kuten Datsenko &
Wanner (2000) sen kuvasivat, koska FLP-entsyymin tuotto indusoituu +37 °C:ssa. A-
vustajaplasmidi tulisi huomioida mutanteilla tehdyissä kokeissa niin, että kontrollina
olisi ainakin villityyppi, jossa on avustajaplasmidi. Avustajaplasmidi saataisiin ehkä po-
istettua populaatiosta vanhentamalla kasvustoa muutaman viikon huoneenlämmössä,
kuten marker-exchange mutagenesis -menetelmässä, mutta tällöin Red-rekombinaasi-
menetelmän nopeus kärsisi ja bakteerissa saattaisi tapahtua spontaaneja mutaatioita van-
hennuksen aikana. Red-rekombinaasi-menetelmästä olisi enemmän hyötyä, jos antibi-
oottiresistenssigeeni saataisiin poistettua. Tällöin voitaisiin tehdä useampi mutaatio sa-
malla antibioottiresistenssigeenillä ja pystyttäisiin tekemään polaarittomia mutaatioita
keskelle operonia. Antibioottiresistenssigeenin poistamisen jälkeen jäljelle jäävässä pie-
nessä insertin jäänteessä on lopetuskodonit kaikissa kuudessa lukukehyksessä, riboso-
min sitoutumisalue ja aloituskodoni alavirtaan sijaitsevalle geenille, minkä pitäisi mah-
dollistaa operonin normaalin transkription (Datsenko & Wanner 2000).
5 JOHTOPÄÄTÖKSET
Pectobacterium atrosepticum -bakteerin vgrG-geenit näyttävät muodostavan kolme ho-
mologiaryhmää. Kolme vgrG-geeniä saattavat olla eri lähteistä ja kolme muuta niiden
kopioita. vgrG-geenien koodaamat proteiinit saattavat muodostaa sekvenssin ennustetun
laskostumisen perusteella T4-faagin isäntään tunkeutumiseen tarvittavan piikin muotoi-
sen multimeerin. Piikin arvellaan olevan aiempien tutkimusten perusteella VI-tyypin
eritysreitin proteiinien kuljetusputken kärki. P. atrosepticum -bakteerilla on kymmeniltä
bakteereilta löydetty VI-tyypin eritysreitin geenirypäs. Aiemman tutkimuksen perus-
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teella P. atrosepticum erittää Hcp-proteiineja ja yhtä VgrG-proteiinia (ECA3427) kasva-
tusalustaan, jossa on perunauutetta. Näin ollen, P. atrosepticum -bakteerilla näyttää ole-
van toimiva VI-tyypin eritysreitti, jonka tehtävä on toistaiseksi tuntematon.
Kahden homologiaryhmän vgrG-geenit (ECA2867-ECA4276 ja ECA3427) indu-
soituivat isäntäkasvissa. Kahden vgrG-geenin (ECA2867 ja ECA4276) aktiivisuus jopa
lisääntyi bakteeri-infektion edetessä perunan varsissa. vgrG-geenien indusoituminen i-
säntäkasvissa viittaa siihen, että niillä on jokin tehtävä aktiivisen infektion aikana.
vgrG-geenit saattavat koodata aiemmin tuntemattomia virulenssitekijöitä. Kolmannen
homologiaryhmän vgrG-geenien (ECA2104 ja ECA4142) ei havaittu indusoituvan isän-
täkasvissa, mutta ne näyttivät olevan toimivia LB-alustalla kasvatetuissa bakteereissa.
ECA2104 ja ECA4142 saattavat olla kolmen muun vgrG-geenin paralogeja ja niillä
saattaa olla eri tehtävä jossain muussa elinympäristössä kuin isäntäkasvi tai eri vaihees-
sa infektiota perunalla.
Virulenssikoe ei tuonut selvyyttä siihen voivatko vgrG-geenit vaikuttaa P.
atrosepticum -bakteerin virulenssiin. Yhden vgrG-geenin (ECA2867) mutaatio lisäsi vä-
hän virulenssia ja kahden muun vgrG-geenin (ECA3427 ja ECA4276) mutaatio alensi
virulenssia aavistuksen verran. vgrG-geenit ovat sekvenssiltään hyvin homologisia, jo-
ten ne saattavat kompensoida toistensa tehtäviä. P. atrosepticum??2867 -mutantin feno-
tyyppi virulenssikokeessa oli kuitenkin samansuuntainen kuin jo aiemmin tutkitun VI-
tyypin eritysreitin toiminnalle välttämättömän vasK-geenin mutantin, joten on mahdol-
lista, että ECA2867-geeni ja VI-tyypin eritysreitti eivät ole virulenssiin vaikuttavia
tekijöitä P. atrosepticum -bakteerilla ainakaan tässä tutkimuksessa käytetyssä virulens-
simallissa. Mutaatioiden vaikutus bakteerin virulenssiin saattaa olla erilainen pellolla tai
muutoin bakteerille epäsuotuisammissa oloissa.
vgrG-geenit ja VI-tyypin eritysreitti liittyvät aiemman tutkimuksen perusteella u-
seilla bakteereilla niiden vuorovaikutukseen jonkin aitotumallisen eliön kanssa. VI-tyy-
pin eritysreitin on havaittu edistävän ihmis- ja eläinpatogeenisten bakteerien virulenssia
ja aiheuttavan vasta-ainetuotantoa niiden isännissä. Toisaalta VI-tyypin eritysreitin gee-
nien mutaatioiden on havaittu lisäävän infektiokykyä P. atrosepticum -bakteerin lisäksi
kahdella muulla bakteerilla. Toistaiseksi jää epäselväksi miksi näin käy. P. atrosepticum
-bakteerin vgrG-geenien hypoteettinen tehtävä saattaa liittyä esimerkiksi bakteerin puo-
lustautumiseen sen mädättämään perunansolukkoon tunkeutuvia aitotumallisia mikrobe-
ja ja ankeroisia vastaan, tai epidemiologinen merkitys, jolloin bakteeri saattaa infektoida
vektorihyönteisiä VI-tyypin eritysreitin avulla. vgrG-geenien ja VI-tyypin eritysreitin
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tutkimista kannattaisi vielä jatkaa P. atrosepticum -bakteerilla, koska on mahdollisuus,
että ne vaikuttavat jollain tavalla bakteerin elämään patogeeninä vaikka niillä ei olisi-
kaan suoraa vaikutusta isäntäkasviin. Erityiseksi kiinnostuksen kohteeksi nostaisin P.
atrosepticum -bakteerin vuorovaikutuksen ja kilpailukyvyn aitotumallisten mikrobien
kanssa.
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LIITE 1: KASVATUSALUSTAT JA LIUOKSET
Kaikki käytetyt aineet olivat puhtaudelta molekyylibiologiseen työskentelyyn sopivia.
Kaikki paitsi liuottimet steriloitiin, joko autoklavoimalla 20 minuuttia +121 °C:ssa tai
steriilifiltteroimalla 0,2 ?m:n filtterillä (Whatman, Maidstone, Kent, UK).
LB
25 g Luria Broth -jauhetta
ddH2O:ta litraan asti
LB-agar
25 g Luria Broth -jauhetta
15 g Agaria (Bactériologique type A, Biocar Diagnostics, Beauvais, Ranska)
ddH2O:ta litraan asti
SOC
20 g Bacto-tryptone -jauhetta (Biocar Diagnostics, Beauvais, Ranska)
5 g Yeast extract -jauhetta (Biocar Diagnostics, Beauvais, Ranska)
10 mM NaCl:a
2,5 mM KCl:a
Autoklavoinnin jälkeen lisätään:
10 mM MgCl2:a
10 mM MgSO4:a
20 mM glukoosia (Riedel-de Haën, Seelze, Saksa)
ddH2O:ta litraan asti
TRIzolin tyyppinen uutoliuos
38 % fenolia, pH 4,3 (Sigma, St. Louis, MO, USA)
0,8 M Guanidiini-tiosyanaattia (Sigma, St. Louis, MO, USA)
0,4 M Ammonium-tiosyanaattia (Fluka, Buchs, SG, Sveitsi)
0,1 M Natriumasetaattia pH 5,0 (Riedel-de Haën, Seelze, Saksa)
50 ml Glyserolia (86–87 %) (Riedel-de Haën, Seelze, Saksa)
ddH2O:ta litraan asti
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50x TAE-puskuri
242 g Tris-emästä (Sigma, St. Louis, MO, USA)
57,1 ml Etikkahappoa (Fluka, Buchs, SG, Sveitsi)
100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
ddH2O:ta litraan asti
6 x latausväri agaroosigeelielektroforeesiin
0,25 % Bromophenol blue -väriainetta (w/v) (Sigma, St. Louis, MO, USA)
0,25 % Xylenecyanol FF -väriainetta (w/v) (Fluka, Buchs, SG, Sveitsi)
30 % glyserolia
1 %:nen agaroosigeeli
1 % agaroosia (w/v) (Promega, Madison, WI, USA)
1x TAE-puskuria elektroforeesikelkan tilavuuden mukaan
Protoplastipuskuri
15 mM Tris-Cl-puskuria, pH 8
0,45 M sakkaroosia
8 mM EDTA:a
Gram-negatiivisten bakteerien solujen hajotuspuskuri
10 mM Tris-Cl-puskuria, pH 8
10 mM NaCl:a
1 mM Na-sitraattia
1,5 % SDS:ää
Saturoitunut NaCl
40 g NaCl:a
ddH2O:ta 100 ml:an asti
20x SSC
3 M NaCl:a
0,3 M Na3-sitraattia
pH 7,0
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DENA-liuos
0,5 M NaOH:a
1,5 M NaCl:a
RENA-liuos
1 M Tris-Cl-puskuria, pH 7,5
1,5 M NaCl:a
TE-puskuri
50 mM Tris-Cl-puskuria, pH 8,0
20 mM EDTA:a
DIG-pesupuskuri
0,1 M Maleiinihappoa (Fluka, Buchs, SG, Sveitsi)
0,15 M NaCl:a
0,3 % (v/v) Tween 20:tä (Fluka, Buchs, SG, Sveitsi)
pH 7,5
Havaitsemispuskuri
0,1 M Tris-Cl-puskuria, pH 9,5
0,1 M NaCl:a
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LIITE 2. BAKTEERIT TIETOKONEANALYYSEISSÄ
Taulukko 1. Patogeeniset bakteerit joiden VgrG-proteiinien sekvenssejä verrattiin P.
atrosepticum -bakteerin VgrG-proteiineihin NJ-menetelmällä.
Aeromonas hydrophila ssp. hydrophila ATCC 7966T (Seshadri ym. 2006)
Agrobacterium tumefaciens C58 (Goodner ym. 2001, Wood ym. 2001)
Vibrio cholerae El Tor N16961 (Heidelberg ym. 2000)
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Stover ym. 2000)
Pseudomonas syringae pv. syringae B728a (Feil ym. 2005)
Taulukko 2. Kasvipatogeeniset bakteerit, joiden VgrG-proteiinien tehtävä yritettiin mallintaa.
Agrobacterium tumefaciens str. C58 (Goodner ym. 2001, Wood ym. 2001)
Erwinia carotovora subsp. atroseptica SCRI1043 (Bell ym. 2004)
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A (Joardar ym. 2005)
Pseudomonas syringae pv. syringae B728a (Feil ym. 2005)
Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 (Feil ym. 2005)
Ralstonia solanacearum GMI1000 (Salanoubat ym. 2002)
Ralstonia solanacearum UW551 (Gabriel ym. 2006)
Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306 (da Silva ym. 2002)
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria str. 85-10 (Thieme ym. 2005)
Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC10331 (Ochiai ym. 2005)
Xanthomonas oryzae pv. oryzae MAFF 311018 (Lee ym. 2005)
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LIITE 3. VgrG-PERHEEN GEENIEN JA PROTEIINIEN HOMOLOGIA
Taulukko 1. P. atrosepticum -bakteerin kuuden vgrG-geenin homologia toisilleen. Läheisimmät
homlogit: ECA2104 - ECA4142 keltain, ECA2867 - ECA4276 vihreä, ECA3427 -
ECA4142 pinkki, ECA3483 - ECA4142 harma.
Geeni ECA2104 ECA2867 ECA3427 ECA3483 ECA4142 ECA4276
2104 - s 1305
id-% 79
E 0,0
gap-% 0
s 1570
id-% 83
E 0,0
gap-% 0
s 1990
id-% 83
E 0,0
gap-% 0
s 2190
id-% 85
E 0,0
gap-% 0
s 1236
id-% 78
E 0,0
gap-% 0
2867 s 1305
id-% 79
E 0,0
gap-% 0
- s 1162
id-% 77
E 0,0
gap-% 0
s 1251
id-% 78
E 0,0
gap-% 0
s 1155
id-% 76
E 0,0
gap-% 0
s 2100
id-% 85
E 0,0
gap-% 0
3427 s 1570
id-% 83
E 0,0
gap-% 0
s 1162
id-% 77
E 0,0
gap-% 0
- s 1860
id-% 88
E 0,0
gap-% 0
s 2118
id-% 91
E 0,0
gap-% 0
s 1252
id-% 79
E 0,0
gap-% 0
3483 s 1902
id-% 83
E 0,0
gap-% 0
s 1193
id-% 78
E 0,0
gap-% 0
s 1763
id-% 87
E 0,0
gap-% 0
- s 2397
id-% 87
E 0,0
gap-% 0
s 1223
id-% 78
E 0,0
gap-% 0
4142 s 2190
id-% 85
E 0,0
gap-% 0
s 1155
id-% 76
E 0,0
gap-% 0
s 2118
id-% 91
E 0,0
gap-% 0
s 2504
id-% 87
E 0,0
gap-% 0
- s 1231
id-% 78
E 0,0
gap-% 0
4276 s 1236
id-% 78
E 0,0
 gap-% 0
s 2057
id-% 84
E 0,0
gap-% 0
s 1252
id-% 79
E 0,0
gap-% 0
s 1283
id-% 78
E 0,0
gap-% 0
s 1231
id-% 78
E 0,0
gap-% 0
-
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Taulukko 2. P. atrosepticum -bakteerin viiden VgrG-proteiinin homologia toisilleen. Läheisim-
mät homologit on merkitty värein: ECA2104 - ECA4142 keltain, ECA2867 -
ECA4276 vihreä, ECA3427 - ECA4142 pinkki. N/A = sekvenssiä ei saatavilla
(pseudogeeni).
Proteiini ECA2104 ECA2867 ECA3427 ECA3483 ECA4142 ECA4276
2104 - s 951
id-% 74
E 0,0
gap-% 2
s 996
id-% 73
E 0,0
gap-% 4
N/A s 1172
id-% 86
E 0,0
gap-% 1
s 944
id-% 73
E 0,0
gap-% 2
2867 s 935
id-% 74
E 0,0
gap-% 2
- s 917
id-% 79
E 0,0
gap-% 1
N/A
s 904
id-% 71
E 0,0
gap-% 0
s 1208
id-% 94
E 0,0
gap-% 0
3427 s 981
id-% 75
E 0,0
gap-% 4
s 934
id-% 79
E 0,0
gap-% 1
-
N/A
s 1029
id-% 79
E 0,0
gap-% 4
s 935
id-% 79
E 0,0
gap-% 1
3483
N/A N/A N/A N/A N/A N/A
4142 s 1153
id-% 90
E 0,0
gap-% 0
s 922
id-% 71
E 0,0
gap-% 0
s 1040
id-% 77
E 0,0
gap-% 4
N/A
- s 915
id-%71
E 0,0
gap-%1
4276 s 927
id-% 73
E 0,0
gap-% 2
s 1208
id-% 94
E 0,0
gap-% 0
s 918
id-% 79
E 0,0
gap-% 1
N/A
s 897
id-% 71
E 0,0
gap-% 1
-
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LIITE 4. VgrG-PROTEIINIEN SEKVENSSIEN LINJAUS
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Kuva. P. atrosepticum -bakteerin VgrG-proteiinien sekvenssien linjaus. * = sama aminohappo. : =
konservoitunut, ominaisuuksiltaan vastaava aminohappo. . = osittain konservoitunut, omi-
naisuuksiltaan vastaava aminohappo. - = linjaukseen lisätty aukko.
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LIITE 5. vgrG-GEENIEN HOMOLOGIARYHMÄT
Kuva 1. P. atrosepticum -bakteerin proteiineja koodaavien vgrG-geenien homologiaryhmät NJ-
mentelmän perusteella.
Kuva 2. P. atrosepticum -bakteerin vgrG-geenien homologiaryhmät NJ-menetelmän perusteella.
Kuva 3. P. atrosepticum -bakteerin vgrG-geenien (ECA) ja V. cholerae -bakteerin vgrG-2-geenin
(VCA0018) ryhmittyminen sekvenssin homologian perusteella, joka laskettiin NJ-menetel-
mällä.
